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Al crecer, con el paso del tiempo nos damos cuenta que uno de los motivos por la que vale 
la pena luchar es por cumplir nuestros sueños, de hecho, nosotros mismo somos parte del 
sueño de nuestros padres. 
Desde mi adolescencia, cuando participé por primera vez del taller de ciencia en mi escuela 
secundaria, supe qué quería ser. Al principio guiado por lo que el conocimiento provocaba 
en mí. Ya más grande, cuando ingresé a la Universidad de Buenos Aires a estudiar 
bioquímica, por todo lo que la investigación representaba para mí. Siempre me imaginé 
trabajando con animales o células, pensaba que los pacientes eran solo para los médicos. 
Mientras cursaba las materias de grado, aprendí a amar la universidad pública, me di cuenta 
del gran esfuerzo y dedicación que ponían mis profesores y ayudantes. La pasión con la que 
explicaban y el amor que le tenían a la facultad me abrió los ojos a un nuevo mundo, me di 
cuenta que yo también quería participar de la docencia, es por eso que comencé con la 
ayudantía en una cátedra. Era la combinación perfecta, me daba cuenta día a día cuánto 
aprendía enseñando, y combinando la docencia con la investigación pase los últimos años 
previos a mi graduación.   
Ya al recibirme sabía que quería hacer un doctorado y ese, era y es, uno de los sueños más 
anhelados de mi vida. Hasta que buscando posibles becas de doctorado encontré una de la 
agencia nacional de promoción científica y tecnológica que se iba a llevar a cabo en el 
Hospital de Pediatría Garrahan, al principio no sabía si presentarme ya que tenía ese 
pensamiento erróneo de que el hospital era para los médicos y ahora también para los 
bioquímicos y farmacéuticos que no se dedican a la investigación. Por suerte me presenté y 
al recibir el llamado que me comunicaba el otorgamiento de la beca me puse a llorar, 
recuerdo que no me salía ni una palabra, me faltaba el aire y sentí que ese día era un punto 
de inflexión en mi vida. Así fue. Entrar al hospital Garrahan fue entrar a un mundo 
increíble, un mundo donde el médico y el bioquímico trabajan codo a codo en beneficio del 
paciente, conocí grupos integrados por profesionales de diferentes áreas, que investigan, 
enseñan, transmiten sus conocimientos y luchan por el correcto diagnóstico y tratamiento 
de los pacientes; es aquí donde llevé a cabo mi investigación, rodeado de personas que me 
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enorgullecen, dando la jerarquía que el hospital público se merece y sobre todo 
contagiándome del amor desinteresado por el prójimo. 
 
Quiero agradecer a mi directora de tesis María Sara Felice, “Marisa”, por darme la 
oportunidad de cumplir este sueño tan anhelado por mí, por enseñarme a caminar en el 
camino de la ciencia, por guiarme en todo momento, por transmitirme el amor por el 
trabajo en equipo y por estar siempre cuando la necesité, siempre en forma desinteresada, 
humilde y brillante. 
A mi directora adjunta Cristina Noemí Alonso, “Kristi”, por estar a mi lado 
constantemente todos los días en el laboratorio, por sostener mi mano y darme aliento 
cuando los resultados no salían, por enseñarme a dar los primeros pasos en mundo de la 
biología molecular y sobre todo por luchar a mi lado para llevar a cabo esta tesis.  
A mi compañera infaltable Adriana Medina, “Adri”, por enseñarme la importancia 
del esfuerzo en el trabajo, por aconsejarme siempre, por compartir los mates de cada 
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ADNc: ADN copia 
AT-hooks: Dominio de unión al DNA 
bcr: Sitios de ruptura frecuente (Breakpoint Cluster Regions) 
BD: Bromodominio 
Buffy: Pool de ADN  
CBP: proteína de unión a CREB 
CDK: Quinasa dependiente de ciclina 
CDKIs: Inhibidores de quinasa dependientes de ciclina 
CF: gen compañero de fusión de MLL 
CST: Control sin templado 
CXXC: Dominio rico en cisteína 
EGIL: Grupo Europeo para la Caracterización Inmunológica de Leucemias (European 
Group for the Immunological Characterization of Leukemias) 
EMR: Enfermedad mínima residual 
FISH: Hibridación con Fluorescencia in situ 
FLT3: Fms-related tyrosine kinase 3 
FLT3-ITD: Duplicación interna en tándem del gen FLT3 (internal tandem duplication) 
FLT3-TKD: Mutación del dominio tirosina quinasa del gen FLT3 (tirosin kinase 
domain mutation) 
H3K4: Lisina-4 de la Histona 3 
HOX: Genes homeobox 
HPG: Hospital de Pediatría “Prof. Dr. Juan P. Garrahan” 
Ig: Inmunoglobulinas 
LA: Leucemia aguda 
LAI: Leucemia aguda de infantes 
LDI-PCR: PCR inversa de larga distancia 
LLA: Leucemia linfoblástica aguda 
LLA-B: Leucemia linfoblástica aguda precursor B 
LLA-T: Leucemia linfoblástica aguda precursor T 
LMA: Leucemia mieloblástica aguda 
LMCA: Leucemia megacarioblástica aguda 
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MAT: Mielopoyesis anormal transitoria 
MLL: Gen de la leucemia de linaje mixto 
MLL-C: MLL carboxilo terminal 
MLL-N: MLL amino terminal 
MO: Médula ósea 
PHD: plant homeodomain finger motifs  
RC: Remisión completa 
RCC: Remisión completa continua 
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RQ-PCR: PCR en tiempo real 
TAD: Dominio de transactivación 
TCR: Receptor de linfocitos T 
TrxG: proteínas del grupo trithorax 
WBC: Recuento de leucocitos 




IMPORTANCIA DEL TRABAJO 
Las enfermedades malignas son la primera causa de muerte en los niños menores de 15 
años en la ciudad de Buenos Aires (De Sarrasqueta et al., 1991) y la leucemia aguda 
corresponde a la enfermedad maligna más frecuente en pediatría de acuerdo al Registro 
Onco Pediátrico Argentino (Moreno, 2011). Sin embargo, las leucemias agudas no 
presentan una incidencia elevada en los lactantes (niños menores de 2 años) y menos 
aún en los niños menores de 1 año. Cuando una leucemia aguda es diagnosticada en 
lactantes o niños menores de 1 año de edad es importante tener presente que se trata de 
un sub-grupo especial de leucemia, con características peculiares, que la diferencian de 
otros subtipos de leucemia. 
La leucemia aguda en pacientes menores de un año (denominados infantes) es una 
enfermedad genéticamente heterogénea, con características clínicas y biológicas que la 
diferencia de las leucemias de los niños mayores de 1 año o 2 años de vida. Este 
particular subgrupo de leucemias se caracteriza por una alta frecuencia de alteraciones 
que afectan al gen de la leucemia de linaje mixto (MLL, actualmente denominado 
KMT2A) ubicado en la banda cromosómica 11q23. Los blastos presentan además un 
inmunofenotipo en general inmaduro y una alta carga tumoral al momento del 
diagnóstico. Estas características se relacionan además con una mala respuesta al 
tratamiento y, por lo tanto, a un pobre pronóstico de este grupo de pacientes. Diferentes 
estudios a nivel mundial reportaron que la sobrevida libre de eventos en los pacientes 
infantes con leucemia linfoblástica aguda (LLA) se encuentra entre 28-45% (Ferster et 
al., 1994; Frankel et al., 1997; Silverman et al., 1997; Lauer et al., 1998; Dordelmann et 
al., 1999; Reaman et al., 1999; Chessells et al., 2002; Biondi et al., 2006; Hilden et al., 
2006). Estas tasas de sobrevida son significativamente menores a las observadas en el 
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resto de los pacientes pediátricos con LLA quienes alcanzan tasas de sobrevida de 
aproximadamente el 80% (Biondi et al., 2000; Pieters, 2003).  
Considerando estas diferencias, se han desarrollado protocolos de tratamiento 
específicos, con el fin de lograr mejores tasas de sobrevida. Uno de los protocolos 
actuales para el tratamiento de la LLA de infantes es el Interfant-99 primero y el 
Interfant-2006 después, que se aplica en numerosos centros del mundo, incluyendo 
varios centros en nuestro país.  
El protocolo Interfant-2006 estratifica a los pacientes en 3 grupos de riesgo con 
diferente probabilidad de sobrevida, basados en el análisis de los resultados del 
protocolo previo, Interfant-99 para esta población particular de pacientes (Pieters et al., 
2007). Esta estratificación se basa en la presencia de factores pronósticos que han 
demostrado en un análisis de multivarianza un valor predictor con significancia 
estadística. Estos factores son: el estado del gen MLL, la edad al momento del 
diagnóstico y el recuento de leucocitos al momento del diagnóstico. A estos tres factores 
pronósticos propios del paciente y de la enfermedad se suma un factor relacionado con 
la respuesta temprana al tratamiento a la pre-fase con prednisona durante la primera 
semana del tratamiento. Esta evaluación de la respuesta se realiza en diferentes 
momentos durante las etapas iniciales del tratamiento y con parámetros diferentes, 
sumándose a la respuesta en el día 8 del tratamiento a la prednisona, el estudio de la 
enfermedad mínima residual en diferentes puntos del tratamiento. El estudio de la 
enfermedad mínima residual puede realizarse por diferentes métodos (citometría de 
flujo, biología molecular).  
La evaluación de la respuesta al tratamiento requiere de blancos específicos que 
permitan detectar con alta sensibilidad a las células leucémicas y en un futuro poder re-
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estratificar a los pacientes en los diferentes grupos de riesgo, según respondan o no al 
tratamiento y por lo tanto, puedan o no eliminarse esos elementos malignos (blastos).  
Los blancos moleculares utilizados en la determinación de la enfermedad mínima 
residual en los pacientes pediátricos mayores de un año de edad con diagnóstico de LLA 
son los rearreglos de Ig/TCR, pero en el grupo de infantes estos rearreglos tienen menor 
frecuencia y son más oligoclonales, lo que dificulta el seguimiento.  
Por otro lado, en leucemia mieloblástica aguda (LMA) pediátricas, sólo el 5% presentan 
rearreglos de Ig/TCR lo que imposibilita el uso como blanco molecular para evaluar la 
evolución del tratamiento. Por tal motivo resulta imperioso buscar nuevos blancos 
moleculares que permitan ser utilizados para el seguimiento de este grupo tan particular 
de pacientes. 
El hecho de que aproximadamente el 80% de los infantes con LLA y el 50% con LMA 
presentan alteraciones en el gen MLL, abre un camino importantísimo desde el punto de 
vista molecular, por un lado para lograr una correcta caracterización de este grupo de 
pacientes y por otro lado para desarrollar el estudio de nuevos blancos de seguimiento 
que se reflejen en una mejor adecuación del tratamiento con la finalidad de lograr una 
mejoría de la sobrevida libre de eventos en este grupo tan vulnerable de pacientes. 
Por otro lado, en este grupo de pacientes también se han reconocido alteraciones en la 
expresión o mutaciones en otros genes, entre ellos pueden mencionarse las alteraciones 
detectadas en el gen FLT3. Los estudios de mutaciones en el gen FLT3 desarrollados en 
esta tesis, permitirán profundizar el conocimiento de las características biológicas y del 
proceso de leucemogénesis en las leucemias de infantes. Su estudio resulta relevante ya 
que se ha descripto que un alto porcentaje de leucemias con alteraciones en el gen MLL 
que presentan altos niveles de expresión del receptor FLT3 en la superficie celular, y 
además pueden presentar mutaciones que producen su activación constitutiva. El 
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estudio de estas alteraciones ha permitido en los últimos tiempos el desarrollo de drogas 
inhibidoras de la actividad tirosina-kinasa de FLT3, ofreciendo una nueva opción para 
el tratamiento de este grupo de pacientes, dentro del grupo de las terapias “target” o 
terapias “blanco”, dirigidas directamente contra estas alteraciones.  
Finalmente, en el presente trabajo de tesis se analizarán los estudios realizados sobre las 
mutaciones del gen GATA-1 en los infantes con síndrome de Down, ya que para este 
grupo de pacientes presenta, dentro del grupo de los pacientes menores de 1 año, 
características que también lo diferencian del resto de los infantes, entre ellas se ha 
descripto una alta frecuencia de mutaciones de este gen. Uno de los hallazgos más 
importantes se relaciona con la presencia de mutaciones en este gen en pacientes con 
Síndrome de Down que presentan alteraciones hematológicas durante el período 
neonatal. Es sabido que los pacientes con Síndrome de Down presentan riesgo 
aumentado de desarrollar leucemia aguda, generalmente leucemia megacarioblástica y 
que aproximadamente el 10% de los neonatos con este síndrome presenta un desorden 
denominado mielopoyesis anormal transitoria indistinguible de la leucemia 
megacarioblástica aguda, que en general remite espontáneamente antes de los 3 meses 
de evolución. Este estudio permitirá conocer la frecuencia y tipo de mutaciones que 
podrían estar participando de la evolución de mielopoyesis anormal transitoria y la 
leucemia megacarioblástica aguda.  
En resumen, la importancia del presente trabajo de tesis está centrada en la puesta a 
punto y desarrollo de nuevas metodologías que permitan el mejor conocimiento de las 
alteraciones moleculares de este tipo particular de leucemias y a través de este mejor 
conocimiento de la enfermedad a lograr en un futuro su aplicabilidad para obtener 
mejores resultados de tratamiento, en una población de pacientes que actualmente 








1.1. INCIDENCIA DE ENFERMEDADES NEOPLÁSICAS EN PEDIATRÍA 
Las enfermedades malignas constituyen la primera causa de muerte asociada a 
enfermedad en los pacientes pediátricos en la ciudad de Buenos Aires (De Sarrasqueta et 
al., 1998). El Hospital de Pediatría “Prof. Dr. Juan P. Garrahan” (HPG) recibe 
anualmente un promedio de 350-400 casos de pacientes oncológicos, lo que representa 
aproximadamente el 33% de los casos que se diagnostican en nuestro país. De acuerdo 
con los datos de grupos internacionales y del Registro Oncopediátrico Argentino 
(ROHA), las leucemias agudas son el tipo de neoplasia más frecuente en los niños 
menores de 15 años y en nuestro país constituyen un 37% de las mismas, con un 
promedio de 467 nuevos casos por año (Swerdlow et al. 2008; Moreno, 2011). 
Clasificación Internacional de Cáncer Pediátrico Promedio Anual Porcentaje 
I Leucemias 467 36,7% 
II Linfomas y Tumores Reticuloendoteliales 162 12,7% 
III Tumores Sistema Nervioso Central 235 18,5% 
IV Neuroblastoma y otros T. Sist. Nervioso Periférico 71 5,6% 
V Retinoblastoma 44 3,5% 
VI Tumores Renales 63 5,0% 
VII Tumores Hepáticos 18 1,4% 
VIII Tumores Óseos 60 4,7% 
IX Tumores Partes Blandas 78 6,1% 
X Tumores Células Germinales 41 3,2% 
XI Carcinomas y otros T. Epiteliales 23 1,8% 
XII Tumores varios e Inespecíficos 10 0,8% 
Total 1272 100% 
Tabla 1. Distribución de casos según la Clasificación Internacional de Cáncer Pediátrico (ICCC), 





La leucemia es una enfermedad genéticamente heterogénea que resulta de una variedad 
de alteraciones en numerosos genes importantes para el crecimiento, la diferenciación y 
la muerte celular. La identificación y caracterización de estos rearreglos genéticos ha 
demostrado ser muy valiosa para realizar un diagnóstico preciso de esta enfermedad, 
definir el pronóstico, el correcto tratamiento y para poder llevar a cabo el seguimiento 
de la respuesta de la enfermedad al tratamiento. 
El tipo de leucemia con mayor incidencia en pediatría es LLA, correspondiendo al 74% 
de los casos reportados en nuestro país, mientras que los casos de LMA comprenden el 
23% de las mismas. El restante 3% de las leucemias agudas reportadas se definen dentro 
del grupo de leucemias de linaje ambiguo u otro tipo de leucemias inusuales.  
Analizando los datos de acuerdo con la edad de aparición, se observa una mayor 
prevalencia de LLA en los grupos de niños entre 1 y 4 años de edad, mientras que la 





































Figura 1. Número de casos de Leucemias Agudas en niños menores de 15 años en Argentina entre los 





1.2. CLASIFICACIÓN DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS  
De acuerdo con la clasificación actual de Tumores de Tejidos Hematopoyéticos y 
Linfoides, publicada por la Organización Mundial de la Salud (OMS) en el año 2008 
(Swerdlow et al., 2008), la LLA es definida como una neoplasia de células precursoras 
linfoides, denominada genéricamente como Leucemia/Linfoma Linfoblástica/o. Dentro 
de las neoplasias que involucran células precursoras linfoides, se distinguen entonces 
tres entidades,  cuya clasificación se basa especialmente en los diferentes subtipos 
citogenético-moleculares:  
1. Leucemia/Linfoma Linfoblástica/o de células precursoras B con anomalías 
genéticas recurrentes, que comprende:  
a. LLA B con t(9;22)(q34;q11.2)/BCR-ABL1 
b. LLA B con t(v;11q23)/ rearreglos de MLL 
c. LLA B con t(12;21)(p13;q22)/ TEL-AML1 (ETV6-RUNX1) 
d. LLA B con t(1;19)(q23;p13.3)/ E2A-PBX1 (TCF3-PBX1) 
e. LLA B con hiperdiploidía (más de 50 cromosomas) 
f. LLA B con hipodiploidía (menos de 45 cromosomas) 
g. LLA B con t(5;14)(q31;q32);/ IGH-IL3 
2. Leucemia/Linfoma Linfoblástica/o de células precursoras B no especificada en 
otras categorías. 
3. Leucemia/Linfoma Linfoblástica/o de células precursoras T. 
a. LLA-T con rearreglo clonal de receptor TCR 





c. LLA-T con alteraciones en genes relacionados con factores de transcripción: 
HOX11 (TLX1) y HOX11L2 (TLX3) 
d. LLA-T con alteraciones de otros factores de transcripción involucrados; SIL-
TAL1 (1p32), RBTN1, RBTN2 y LYL1 
e. LLA-T con mutaciones del gen NOTCH1 
f. LLA-T con alteraciones de tirosina quinasa citoplasmática LCK (1p34.3-35) 
Por otro lado, dentro de las neoplasias que involucran células precursoras mieloides, 
pueden distinguirse diferentes entidades:  
1. Leucemia Mieloide Aguda y neoplasias relacionadas con precursores mieloides: 
a. LMA con anomalías genéticas recurrentes 
b. LMA con cambios mielodisplásicos  
c. LMA relacionadas con terapia previa 
d. LMA no definidas de otra manera 
e. Sarcoma mieloide 
f. Proliferaciones mieloides relacionadas a Síndrome de Down 
g. Neoplasias de células dendríticas plasmocitoides  
A su vez dentro de las LMA con anomalías citogenéticas recurrentes, se encuentran: 
2. Leucemia Mieloide Aguda con inversiones/translocaciones balanceadas, que 
comprende: 
a. LMA con t(8;21)(q22;q22)/AML1-ETO(RUNX1-RUNX1T1) 
b. LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16) (p13.1;q22)/CBFB-MYH11 





d. LMA con t(9;11)(p22;q23)/MLL-AF9(MLL-MLLT3)(KMT2A-MLLT3) 
e. LMA con t(6;9)(p22;q34)/DEK-NUP214 
f. LMA con inv(3)(q21q26.2) o t(3;3) (q21;q26.2) /RPN1-MECOM 
g. LMA (megacarioblástica) con t(1;22) (p13;q13)/RBM15-MKL1  
h. LMA con NPM1 mutado (entidad provisional)  
i. LMA con CBPA mutado (entidad provisional) 
3. Leucemia Mieloide Aguda con cambios mielodisplásicos relacionados a la 
terapia previa 
4. Leucemia Mieloide Aguda no definidas de otra manera 
a. LMA con mínima diferenciación  
b. LMA sin maduración  
c. LMA con maduración  
d. LMA mielomonocítica  
e. Leucemia aguda monoblástica o monocítica  
f. Leucemia aguda eritroide  
g. Leucemia aguda megacarioblástica  
h. Leucemia aguda basófila  
i. Panmielosis aguda con mielofibrosis 
La clasificación de la OMS 2008 tiene como objetivo la diferenciación de los subtipos 
dentro de las leucemias agudas, basándose en las características no sólo biológicas de 
estas enfermedades, especialmente en las alteraciones citogenéticas/moleculares, sino 
también considerando el valor pronóstico de cada subtipo de leucemia y las 





Existen en esta clasificación dos grupos de leucemias que resultan el foco de interés de 
este trabajo de tesis: por un lado, el grupo de las LLA, como en el de las LMA, las 
leucemias con alteraciones en el gen MLL que corresponden a un grupo especial de 
leucemias.  
En segundo lugar, las LMA que ocurren en los pacientes con Síndrome de Down son 
consideradas especialmente como un subgrupo con características particulares que las 
diferencian de las demás LMA, por su comportamiento clínico y por las alteraciones 





1.3. LEUCEMIAS AGUDAS DE INFANTES 
1.3.1. GENERALIDADES  
El término leucemia aguda de infantes (LAI) refiere a la LLA o LMA diagnosticadas 
durante el primer año de vida de los niños. Las LAI constituyen una entidad única, con 
características biológicas y clínicas particulares que necesita un tratamiento 
individualizado. Se cree que las mujeres tienen mayor riesgo de desarrollar LAI que los 
varones, pero menor riesgo de desarrollar leucemia más allá del año de vida (Pui et al., 
1987; Birch y Blair, 1992; Chessells, 1992). El riesgo incrementado en las mujeres 
infantes condujo a Ross y colaboradores a postular que el desarrollo de leucemias en 
estos casos, podría deberse a eventos genéticos u hormonales propios del sexo 
femenino, o a que los varones podrían morir con mayor frecuencia intra útero como 
resultado del evento leucemogénico (Ross et al., 1997); sin embargo, los diferentes 
estudios realizados hasta la fecha no han mostrado una diferencia estadísticamente 
significativa, aunque según algunos autores, es atribuible a la pequeña cantidad de casos 
analizados en cada estudio (Ross y Robinson, 1997).  
Si se compara a las LAI con las leucemias agudas de los niños mayores de 1 año de 
edad al momento del diagnóstico, puede observarse que presentan características 
sugestivas de una mayor agresividad, incluyendo alto recuento de leucocitos (WBC), 
hepato-esplenomegalia, compromiso extramedular en general y en especial del sistema 
nervioso central y manifestaciones cutáneas (leucemia cutis) (Hilden et al., 2006; 
Creutzig et al. 2012). 
Uno alto porcentaje de las leucemias agudas que ocurre en los infantes está 
caracterizada citogeneticamente por presentar alteraciones cromosómicas que 





en el cromosoma 11 banda q23. A principios de siglo la frecuencia descripta para los 
rearreglos de MLL (MLL-r) en las LAI era de 30-35% (Diller y Li, 1998; Biondi et al., 
2000). Actualmente con el aporte de la biología molecular y el desarrollo de nuevas 
técnicas más sofisticadas, la frecuencia de estos rearreglos en este grupo tan particular 
de pacientes llega hasta el 93% (van der Linden et al., 2009). Para la LLA en infantes se 
ha descripto que la presencia de MLL-r se encuentra en el 70-80% de los casos (Hilden 
et al., 2006; Pieters et al., 2007).  
Las LMA de niños mayores de un año los MLL-r corresponden al 15%-20%, mientras 
que en los infantes los MLL-r se encuentran aproximadamente en el 50% de los casos 
(Harrison et al., 2010). Los casos de leucemia megacarioblástica aguda (LMCA) 
descriptos con rearreglos de MLL son muy poco frecuentes (Takita et al., 2009).  
Por otro lado, la LMCA es un subtipo de LMA poco frecuente en infantes, excepto en 
un grupo particular de pacientes en los que la presencia de LMCA es muy común: los 
infantes con Síndrome de Down (SD). Se ha descripto además otro subtipo de cuadro de 
proliferación megacarioblástica, que se presenta en aproximadamente un 10% de los 
recién nacidos con SD. Este cuadro se denomina mielopoyesis anormal transitoria 
(MAT), es indistinguible de la LMCA, pero que remite espontáneamente. En este grupo 
de pacientes no se han detectado alteraciones en el gen MLL, pero se ha descripto una 
alta incidencia de mutaciones en el gen GATA1. 
  
1.3.2. ETIOLOGÍA DE LAS LAI CON REARREGLOS DE MLL 
La etiología de las LAI constituye un tema controversial y ha sido objeto de numerosos 





colaboradores (Ross et al., 1994). Se ha descripto una asociación con la exposición 
ambiental u ocupacional a radiación ionizante, solventes, productos derivados del 
petróleo y pesticidas (Buckley et al., 1989; 1992). Algunos autores asocian su desarrollo 
con la exposición materna a múltiples toxinas, incluso se ha demostrado que existe un 
riesgo incrementado de que los infantes desarrollen leucemia cuando son hijos de 
madres que consumen marihuana y/o alcohol durante el embarazo (Robison et al., 1989; 
Buckley et al., 1992; Severson et al., 1993; Shu et al., 1996).  
La observación adicional de que la administración de drogas quimioterápicas 
inhibidoras de la enzima topoisomerasa II se asocia con mayor incidencia de LMA con 
MLL-r llevó a desarrollar estudios epidemiológicos y experimentales relacionando una 
dieta rica en flavonoides con la presencia de rearreglos de este gen. Estos estudios 
demostraron in vitro que los flavonoides, inhibidores de la enzima Topoisomerasa II, 
presentes en algunas frutas, vinos y tés inducen rupturas de la doble hebra de ADN a 
nivel del gen MLL. Esto condujo a la hipótesis de que una dieta materna rica en 
flavonoides e isoflavonoides puede incrementar el riesgo de LAI con rearreglos de 
MLL, aunque no hay evidencia definitiva que certifique esta hipótesis, posiblemente 
debido a la complejidad de las dietas estudiadas y a la baja incidencia de LAI con 
rearreglos de MLL (Spector et al., 2005; Ross, 1998).  
Dentro de los inhibidores de la topoisomerasa II de la dieta se incluyen además la 
cafeína, las catequinas del cacao y la quercetina presente en las frutas frescas y 
vegetales. Distintas formulaciones a base de soja pueden exponer a los infantes a altos 
niveles de isoflavonoides, incluyendo daidzeína y genisteína obteniéndose la misma 
consecuencia (Corbett y Osheroff, 1993; Setchell et al., 1997). Se cree también, que los 





podría inducir enzimas microsomales, como por ejemplo la enzima citocromo P450, la 
cual activaría a diferentes precarcinógenos (Shu et al., 1996).  
La ocurrencia muy temprana de las leucemias con MLL-r y las muertes descritas por 
LMA con MLL-r sugiere que los eventos leucemogénicos probablemente ocurren en la 
etapa prenatal (Sansone y Negri, 1992; Hunger et al. 1998), del mismo modo ocurre con 
los estudios de LLA, donde los resultados epidemiológicos y genético moleculares 
demuestran que la mayoría de los casos de LAI ocurren intra útero. (Wasserman et al., 
1992). Otro dato que apoya fuertemente esta hipótesis es el reporte de varios casos de 
clones leucémicos idénticos, con rearreglo de MLL no constitucional en las células 
leucémicas de gemelos univitelinos, sugiriendo un evento clonal que genera una 
progenie leucémica que metastatiza en el otro gemelo a través de la placenta o por 
circulación materna (Ford et al., 1993; Gill Super et al., 1994; Mahmoud et al., 1995; 
Campbell et al., 1996; Richkind et al., 1998). 
Muchos de estos estudios muestran como resultado la asociación entre alto peso al nacer 
y mayor tasa de mortalidad infantil, sugiriendo que altos niveles del factor de 
crecimiento insulínico tipo 1 también conocido como somatomedina C, o IGF-1 (del 
inglés: insulin-like growth factor-1) pueden contribuir con la leucemogénesis 
(Wertelecki y Mantel, 1973; Kaye et al., 1991; Cnattingius et al., 1995; Ross et al., 
1996; 1997; Westergaard et al., 1997). Por otro lado, el grupo de estudio Children´s 
Cancer Group encontró una asociación entre la historia materna de pérdidas fetales 







1.3.3. CARACTERÍSTICAS Y MANIFESTACIONES CLÍNICAS DE LAS LAI 
La hepato-esplenomegalia detectada al momento del diagnóstico de LAI es muy 
frecuente y puede encontrarse en el 80% de los pacientes (Bresters et al., 2002; Ishii et 
al., 2006). El aumento del tamaño del hígado es más frecuente que el del bazo y el 
aumento de tamaño de los ganglios (adenomegalia) se encuentra en un 25% de los 
pacientes (Bresters et al., 2002). En todos los casos la organomegalia tiene la 
característica de ser indolora y suele presentarse con una consistencia aumentada con 
respecto a lo normal de los órganos comprometidos. 
La leucemia cutis, o infiltración de células leucémicas a nivel de la piel, se encuentra en 
el 60% de los pacientes (Bresters et al., 2002; Isaacs, 2003; Ishii et al., 2006). Aparece 
como firmes nódulos de color azul, rojo o púrpura con distribución generalizada y 
parece ser el primer signo de presentación en la mitad de los pacientes neonatos (Isaacs 
et al., 2003); debido a esto, se los llama “blueberry muffin baby”. 
Otra de las características clínicas más importantes presente en estos pacientes es la 
hiperleucocitosis, es decir el recuento de leucocitos >100x109/L al momento del 
diagnóstico, la cual se encuentra en la mayoría de los casos, siendo esta más frecuente 
en LLA que en LMA (Isaacs et al., 2003). Puede observarse también que la infiltración 
medular de la leucemia se haga manifiesta a través del desarrollo de anemia, 
trombocitopenia y en muchos casos neutropenia que puede causar manifestaciones 
clínicas secundarias como el sangrado o incluso infecciones. 
La infiltración extramedular de la leucemia puede observarse en localizaciones muy 
variadas. Dentro de ellas el compromiso del sistema nervioso central es uno de los sitios 





pueden observarse alteraciones neurológicas como por ejemplo parálisis de los nervios 
craneales, convulsiones y papiledema probablemente relacionado a la infiltración del 
sistema nervioso central. La infiltración meníngea puede también hacerse evidente a 
través del aumento de tensión de la fontanela. Alternativamente, las alteraciones 
neurológicas pueden ser explicadas por el desarrollo de sangrado, como resultado de la 
trombocitopenia y en otros casos secundarios al desarrollo de infarto vascular debido a 
la presencia de leucostasis asociada a los recuentos leucocitarios iniciales elevados. 
Los signos y síntomas respiratorios pueden estar presentes debido a la ocurrencia de 
hemorragia pulmonar producto de la trombocitopenia, o también debido a la presencia 
de infiltración de las células leucémicas provocando leucostasis, o en algunos casos al 
desarrollo infecciones respiratorias como consecuencia de la neutropenia, que en 
general presentan estos pacientes. Por otro lado, en algunos casos, se encontró falla 
cardiaca e hidropesía consecuencia de la anemia severa (Arcasoy y Gallagher, 2005). La 
anemia y la trombocitopenia pueden conducir a diversos signos como por ejemplo el 







1.4. LEUCEMIAS AGUDAS Y GEN MLL 
1.4.1. REARREGLOS DEL GEN MLL EN LEUCEMIAS AGUDAS 
Los rearreglos del gen MLL pueden encontrarse en leucemias agudas de linajes B, T, 
mieloide y de linaje mixto. Las LLA con rearreglos de este gen generalmente presentan 
un fenotipo de precursor temprano, Pro-B de acuerdo a la clasificación del grupo Grupo 
europeo para la caracterización inmunológica de leucemias EGIL (Bené et al., 1995). 
Pueden ser identificadas en general por su inmunofenotipo inmaduro generalmente 
CD10- / CD24-, con co-expresión de CD9 y asociado a la expresión de marcadores 
mieloides como ser el CDw65 y CD15 (Behm et al., 1996; Wuchter et al., 2000; 
Borkhardt et al., 2002; Schwartz et al., 2003). Algunas veces se acompaña con co-
expresión de NG2 (proteoglicano condroitín-sulfato) (Hrusák y Porwit-MacDonald, 
2002). Este último marcador ha sido descripto como marcador fuertemente asociado a la 
presencia de rearreglos de MLL, pero su utilización aún es controvertida. Algunos 
autores encontraron que la expresión de NG2 solo se asociaba y predecía algunos 
rearreglos específicos como las traslocaciones t(4;11) y t(9;11), pero estos resultados no 
han sido confirmados ya que también se observó que la expresión de NG2 es 
independiente del tipo de leucemia. El NG2 es un marcador de inmadurez, por lo que 
podría ser frecuentemente encontrado en células progenitoras inmaduras (Bueno et al., 
2008).  
Estudios de inmunofenotipificación por citometría de flujo muestran que las leucemias 
con rearreglos del gen MLL presentan un perfil típico de progenitor hematopoyético 
temprano, por lo cual se ha propuesto que probablemente el impacto leucemogénico sea 





entidad única, que puede ser separada de otros subtipos de LLA (Yeoh et al., 2002; 
Harvey et al., 2010).  
Con respecto a los rearreglos que involucran a MLL, han sido reportados más de 100 
diferentes y se han descripto más de 79 genes compañeros de fusión, ubicados en todos 
los cromosomas, siendo los más comunes: MLLT2/AFF1/AF4, MLLT3/AF9, 
MLLT1/ENL, MLLT10/AF10, MLLT4/AF6, ELL, EPS15/AF1P y MLLT6/AF17 (Meyer 
et al., 2010).  
En las LLA de Infantes, se ha descripto que los rearreglos MLL-MLLT2, MLL-MLLT1 y 
MLL-MLLT3 corresponden a más del 80% de los casos, mientras que en los pacientes 
pediátricos mayores de 1 año la frecuencia disminuye notablemente, siendo MLL-
MLLT2 el más frecuente (Mel Greaves, 2002).  
 
1.4.2. REARREGLOS DEL GEN MLL EN LEUCEMIAS AGUDAS CON 
CAMBIO DE LINAJE 
La gran heterogeneidad de las leucemias agudas permite encontrar casos de leucemias 
bifenotípicas, caracterizadas por la expresión de marcadores de dos o más linajes 
celulares en un mismo blasto y también leucemias con dos poblaciones de blastos de 
linajes diferentes (leucemias bilineales) (Gagnon et al., 1989; Borowaitz et al., 2008).  
Los cambios en el linaje de los blastos o “switch de linaje” observados durante o luego 
de finalizado el tratamiento, como recaída de la enfermedad, pueden ser considerados 
una variación de la leucemia bilineal, que podrían relacionarse con la plasticidad de 
estas células inmaduras para des-diferenciarse y luego diferenciarse a otro linaje 





blastos en los estudios de inmunofenotipificación, de LLA a LMA o viceversa, siendo 
más frecuentes los cambios de leucemia linfoblástica precursor B a mieloblástica 
(Imataki et al., 2010). 
Se han propuesto varias hipótesis que intentan explicar los cambios de linaje dentro de 
un mismo clon leucémico, pero el o los mecanismos realmente involucrados siguen 
siendo poco claros (Szczepanski et al., 2001). Una posible explicación podría ser que 
ocurra la selección minoritaria de células de diferente linaje entre la población blástica 
predominante al momento del diagnóstico, consecuencia de la quimioterapia con la 
consiguiente aparición de un subclon que expresa un repertorio antigénico diferente 
(Chapiro et al., 2006). Otra posibilidad podría ser la reprogramación de una célula 
madre pluripotente maligna, por ejemplo un precursor con capacidad de diferenciación a 
más de un linaje, por ejemplo precursor B y mieloide (Montecino-Rodriguez y 
Dorshkind, 2002; Hou et al., 2005). Por último, la forma mieloide podría desarrollarse a 
partir de un progenitor de células B ya comprometido, ya sea directamente a través de 
trans-diferenciación o indirectamente a través de la des-diferenciación y re-
diferenciación, como se mencionó anteriormente (Hutter et al., 2010).  
Es importante tener en cuenta que en la ontogenia celular, el concepto de que las 
decisiones del destino de linaje son binarias e irreversibles se encuentra cada vez más 
cuestionada, y se cree que las vías de diferenciación pueden ser revertidas durante la 
evolución de la maduración celular. De hecho, también se ha descripto la conversión de 
células B maduras a macrófagos en circunstancias normales (Montecino-Rodriguez et 





Varios de los casos de leucemias con cambios de linaje fueron reportados en infantes, 
muchos de los cuales presentaban alteraciones en el gen MLL (Sakaki et al., 2010; Rossi 
et al., 2012). Esta asociación entre la alta frecuencia de cambios de linaje y la presencia 
de alteraciones en la banda 11q23/MLL refuerza la idea de que el MLL rearreglado 
participa en la generación del switch e incluso se cree que los blastos de los infantes con 
LLA y MLL-r derivan de una célula precursora B con potencial de diferenciación 
linfoide-mieloide. 
Por otro lado, se ha demostrado recientemente que las proteínas fusión de MLL también 
pueden inducir el desarrollo de leucemia en los progenitores ya comprometidos por la 
activación de los programas de células madre (Krivtsov et al., 2010).  
El correcto diagnóstico de un cambio de linaje depende de la detección de las mismas 
alteraciones citogenéticas o moleculares antes y después de la detección de los cambios 
en el inmunofenotipo, permitiendo distinguirlo de una leucemia como segunda 
enfermedad maligna (Winick et al., 1993; Chapiro et al., 2006). Por ello es importante 
que, ante la sospecha de desarrollo de un cambio de linaje y de su confirmación por la 
observación de un inmunofenotipo diferente, se realicen todos los estudios moleculares 
necesarios para diferenciar si este cambio en la expresión del inmunofenotipo se trata de 
un cambio de linaje de la misma enfermedad o de una enfermedad distinta a la primera. 
Estos estudios incluyen, además de la citometría de flujo, la realización de tinciones 
citoquímicas, estudios citogenéticos convencionales y estudios moleculares. Desde el 
punto de vista molecular los marcadores buscados para su detección son los rearreglos 
de Ig/TCR o los transcriptos de fusión por RT-PCR, y la estabilidad de los mismos 






1.4.3. REARREGLOS DEL GEN MLL EN LEUCEMIAS B MADURAS 
Ya se ha mencionado que una de las características de las LLA en los infantes es que 
corresponden en general a leucemias de precursores B inmaduros. Por otro lado, las 
leucemias agudas con inmunofenotipo maduro, caracterizadas por la expresión de Ig de 
superficie, pérdida de marcadores de inmadurez como el CD34 y la enzima TdT, y 
morfología L3, están generalmente asociados a translocaciones cromosómicas 
específicas como lo es la t(8;14)(q24;q32) con compromiso de la banda 8q24, o algunas 
de sus variantes. Esta translocación, yuxtapone el proto-oncogen c-myc ubicado en el 
cromosoma 8q24 y el gen de la cadena pesada de inmunoglobulinas en 14q32 
provocando la activación constitutiva de c-myc, lo cual resulta en un evento genético 
fundamental en la leucemogénesis de la leucemia B madura o del Linfoma no Hodgkin, 
en su variedad  de Linfoma de Burkitt.  
Sin embargo, en pediatría existen muy pocos casos de leucemias linfoblásticas B 
maduras con morfología FAB L1 o L2 y ausencia de alteraciones en c-myc. La mayoría 
de ellos corresponden a infantes, que demás tienen rearreglado el gen MLL y en su 
mayoría con la translocación t(9;11)(p21-22;q23) (Finlay y Borcherding, 1988; Shende 
et al., 1988; Sullivan et al., 1990; Li y Lew, 2003). Es por ello que, entre las leucemias 
con alteraciones del gen MLL, incluirá este trabajo de tesis el análisis de este grupo 






1.4.4 REARREGLOS DE MLL Y PRONÓSTICO EN LLA DE INFANTES 
A diferencia de los pacientes con LLA mayores de un año de edad al momento de su 
diagnóstico, en los que ha sido descripta una probabilidad de sobrevida libre de eventos 
(pSLE) de 80% (Biondi et al., 2000; Pieters, 2003), diferentes estudios a nivel mundial 
coinciden en que los pacientes infantes con LLA tienen una pSLE de 22-54% (Ferster et 
al., 1994; Frankel et al., 1997; Dördelmann et al., 1999; Reaman et al., 1999; Chessels 
et al., 2002) y que estos pobres resultados se deben fundamentalmente a las altas tasas 
de recaída de la enfermedad observadas en este grupo de pacientes, sumado a la mayor 
morbi-mortalidad debida a los efectos tóxicos de la quimioterapia administrada.  
La recaída es la reaparición de la enfermedad luego de alcanzada la remisión completa 
(RC) y que ocurre debido a la persistencia y expansión de mínimas cantidades de 
células leucémicas residuales, indetectables por observación al microscopio óptico. 
Mientras que la RC es definida como la presencia de menos de 5% de blastos o células 
leucémicas a la observación morfológica por microscopia óptica, sin otra evidencia de 
compromiso por la enfermedad.  En base a las características de los infantes y al 
comportamiento de la enfermedad, se plantearon diferentes abordajes de tratamiento en 
los cuales estos pacientes menores de un año al momento del diagnóstico de su 
enfermedad se estratificaban en diferentes grupos de riesgo. Las bajas probabilidad de 
curación de los infantes orientó en general a una intensificación en la intensidad de 
quimioterapia administrada, e incluso contemplaba el trasplante de medula ósea en los 
pacientes pertenecientes al grupo de alto riesgo (Pieters et al., 2007).  
El análisis de los resultados del protocolo Interfant-99, que reunió un número 





presencia de alteraciones en el gen MLL demostró ser un factor de mal pronóstico 
independientemente de cual fuese su gen compañero de fusión (Pieters et al., 2007) 
(Figura 2).  
 
 
Figura 2. Comparación de la pSLE de los pacientes LLA con MLL germinal y MLL rearreglado con 
diferentes compañeros de fusión (Pieters et al., 2007). 
 
 
1.4.5. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL. IMPORTANCIA DE SU 
DETERMINACION 
La importancia clínica de la determinación de la enfermedad mínima residual (EMR) en 
LLA y en algunos subtipos de LMA, ha demostrado una muy buena correlación entre la 
persistencia de la EMR y el riesgo de recaída (Campana, 2002; Szczepanski, 2007). En 
la década del ’90 diferentes grupos a nivel internacional demostraron que la presencia 
de mínimos niveles de blastos leucémicos remanentes en etapas específicas del 
tratamiento provee información pronóstica significativa, definiendo así, las bases de los 
actuales protocolos de tratamiento de la LLA pediátrica. En la mayoría de los protocolos 





alemán BFM, se definen los grupos de riesgo teniendo en cuenta la respuesta a la 
prednisona y los niveles de EMR determinada por citometría de flujo al día 15 del 
tratamiento y por biología molecular en la semana 5 (fin de la fase de inducción) y 12 
(previo a la fase de consolidación) del tratamiento (Ratei et al., 2009). 
Uno de los protocolos actuales de tratamiento de LLA para infantes (Interfant 2006) 
estratifica a los pacientes en tres grupos de riesgo, con diferente probabilidad de 
presentar una recaída de la enfermedad. Esta estratificación se basa en factores 
biológicos como la edad del paciente al momento del diagnóstico (>6 meses o <6 meses 
de edad), recuento inicial de leucocitos y la presencia de alteraciones citogenéticas y/o 
moleculares en el gen MLL. Se basa también, en la repuesta temprana al tratamiento 
mediante el recuento absoluto de blastos en sangre periférica por observación 
morfológica al día 8 del tratamiento (Figura 3). A este último dato se lo conoce como 
respuesta a la prednisona.  
 
 
Figura 3. Grupos de riesgo para estratificación de LAI en el Protocolo Interfant-2006. Estratificación 
basada en los factores biológicos, la presencia de alteraciones citogenéticas y/o moleculares en el gen 







La determinación de la EMR requiere de técnicas altamente sensibles capaces de 
detectar al menos una célula leucémica entre 1.000 células normales (preferentemente 
10-4-10-6), por lo que la citometría de flujo y la biología molecular son actualmente las 
técnicas disponibles para este tipo de determinación. Ambas técnicas son 
complementarias al momento de la determinación (Basso et al., 2009). La citometría de 
flujo es ideal para fases tempranas del tratamiento (día 15) donde hay ausencia o escasa 
presencia de precursores hematopoyéticos normales, brindando información sobre la 
rapidez de la respuesta al tratamiento; y las técnicas de biología molecular han 
demostrado su utilidad en etapas posteriores donde la presencia de precursores normales 
no altera la capacidad de detección de los blastos, aportando una valiosa información 
sobre la calidad de la remisión. También cabe aclarar, que la determinación de la EMR 
no se limita a la estratificación de los diferentes grupos de riesgo, su hallazgo también 
permite predecir y/o detectar recaídas en etapas previas a su manifestación clínica, 
además de poseer impacto pronóstico en los pacientes que sufrieron una recaída y están 
en tratamiento de la misma, así como en las etapas pre y post trasplante de células 
hematopoyéticas (Campana y Coustan-Smith, 2004; Campana, 2004; 2012). 
La determinación de la EMR por citometría de flujo consiste en la detección y 
cuantificación de los blastos leucémicos basándose en que los mismos suelen expresar 
un inmunofenotipo aberrante o diferente al de los precursores hematopoyéticos 
normales. Estos blastos leucémicos pueden presentar expresión de antígenos de otro 
linaje, asincronismo madurativo o ausencia de expresión de algún marcador en 
particular lo que posibilita su identificación. 
Las técnicas de biología molecular utilizan distintos blancos moleculares que son 





Ig/TCR, los transcriptos de fusión y/o las fusiones génicas y finalmente los genes 
aberrantes o aberrantemente expresados. 
 
1.4.6. ESTUDIOS PARA LA DETECCIÓN DE LOS REARREGLOS DE MLL 
Los rearreglos cromosómicos que involucran al gen MLL están asociados al desarrollo 
de leucemias agudas y representan, como ya se ha mencionado, un factor de riesgo que 
define a las leucemias con estas alteraciones como un grupo con pronóstico 
desfavorable. Los pacientes con estos rearreglos usualmente son tratados con protocolos 
de alto riesgo. La identificación de estos rearreglos es fundamental para la rápida 
decisión clínica que define un régimen de intensidad adecuada de quimioterapia.  
Las alteraciones de 11q23/MLL pueden ser estudiadas por diferentes técnicas como por 
ejemplo el bandeo G, la hibridación con fluorescencia in situ (FISH), la trascripción 
reversa seguida de la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) o la PCR inversa 
de larga distancia (LDI-PCR), entre otras. Cada una de estas técnicas presenta ventajas 
y desventajas, pero todas ellas son complementarias para lograr una caracterización 
precisa de las alteraciones de este gen.  
Una de las técnicas que brinda información rápida y confiable es FISH. Esta técnica 
permite la detección de rearreglos del gen MLL tanto en interfase como en metafase, 
pudiendo ser utilizar en situaciones donde las células anormales en cultivo no se dividen 
o en los casos en los cuales las translocaciones son crípticas y no pueden ser detectadas 
por el análisis citogenético convencional (bandeo G). El FISH es una técnica molecular 
muy versátil e informativa que utiliza sondas marcadas contra la secuencia del gen de 





deleciones y duplicaciones del gen. La principal desventaja del FISH con respecto al 
estudio de bandeo G es su limitación a la detección de reordenamientos específicos, ya 
que al utilizar sondas, el estudio se focaliza exclusivamente en el gen o genes de interés, 
es decir en el MLL. Si existiese la presencia de otros rearreglos o alteraciones numéricas 
en los cromosomas no pueden ser detectadas. Por otro lado, si bien la técnica de FISH 
puede ser de suma utilidad para definir el estado del gen MLL, la sensibilidad de esta 
técnica no es adecuada para el seguimiento de la enfermedad residual, una vez 
administrado el tratamiento.  
Esta técnica es considerada “gold standard” y debe ser utilizada como primer abordaje 
al estudio de los pacientes con LAI ya que su resultado permite junto con la edad del 
paciente, el WBC y la respuesta a la prednisona, agruparlos en los diferentes grupos de 
riesgo, para su correcto tratamiento (Pieters et al., 2007). 
El análisis citogenético convencional generalmente realizado por bandeo G permite 
detectar la mayoría de las anomalías cromosómicas, tanto numéricas como estructurales 
presentes en las células leucémicas y aporta información de gran valor en el estudio de 
cariotipos complejos. Esta técnica presenta ciertas limitaciones relacionadas con la 
dificultad de obtener in vitro células leucémicas en división para la observación de 
metafases analizables (no es posible obtener metafases en aproximadamente un 15% de 
los casos) y también presenta la imposibilidad de visualizar las anomalías llamadas 
crípticas, es decir, aquellas alteraciones que no son visibles en el examen microscópico 
por bandeo G (Van der Burg et al., 2004; Lahortiga y Cools, 2006; Rowley, 2008).  
En la técnica de RT-PCR el ARN total de las células leucémicas se retro-transcribe in 





molde para la reacción de PCR en la cual se utilizan oligonucleótidos específicos para 
cada transcripto de fusión cuya presencia se desea investigar (Pallisgaard et al., 1998; 
Van Dongen et al., 1999; Elia et al., 2003; Baccarani et al., 2008; Burmeister, et al., 
2015).  
Esta técnica es relativamente rápida y posee una muy alta sensibilidad y especificidad. 
Además, no necesita la obtención de células en división activa, y es aplicable a la gran 
mayoría de los pacientes. Otra ventaja de los estudios de RT-PCR es la de permitir la 
detección de los transcriptos de fusión de traslocaciones crípticas recurrentes, 
imposibles de observar en el análisis citogenético convencional. 
Las limitaciones de la RT-PCR están dadas por la necesidad de conocer o sospechar las 
alteraciones que se buscan, ya que se deben realizar reacciones de PCR específicas para 
cada gen de fusión que se desea estudiar, por lo cual su uso de rutina se aplica 
principalmente a la búsqueda de los rearreglos recurrentes. Tiene también como 
desventajas la relativa inestabilidad del ARN con el que se trabaja. Por otro lado, la gran 
sensibilidad de detección aumenta la posibilidad de contaminación y la consiguiente 
obtención de resultados falsos positivos, que pueden evitarse a través de la utilización 
estricta de buenas prácticas de laboratorio. 
La LDI-PCR, sobre la cual constituye el principal foco de este trabajo de tesis, es una 
técnica basada en la digestión de ADN de los pacientes utilizando enzimas de 
restricción, la autoligación de los fragmentos de ADN resultantes y una posterior 
reacción de PCR utilizando diferentes juegos de primers. Esta novedosa técnica permite 
la detección de cualquier rearreglo de MLL, e incluso específicamente es útil en los 





et al., 2005). Otra de las ventajas que presenta es que utiliza pequeñas cantidades de 
ADN genómico por lo que es independiente de la expresión del transcripto de fusión, 
además este material genético es mucho más estable que el ARN. Pero la ventaja 
principal es que permite detectar el sitio de fusión a nivel genómico, que es un marcador 
molecular único, propio del blasto leucémico y del paciente, lo cual constituye un 
posible blanco molecular por excelencia en el seguimiento del paciente durante y 
después del tratamiento a través de la determinación de la EMR (Burmeister et al., 
2012). 
Es interesante resaltar que unos pocos compañeros de fusión de MLL son los más 
frecuentemente encontrados en los pacientes con leucemia. En el 80% de los casos se 
encuentran el MLLT2/AF4, MLLT3/AF9, MLLT1/ENL, MLLT10/AF10 yMLLT4/AF6. 
Con excepción del MLLT4/AF6 los primeros 5 restantes forman parte de la maquinaria 
de proteínas que estimula el complejo de elongación de la ARN polimerasa II y el 
remodelado de la cromatina (Estable et al., 2002; Zeisig et al., 2005; Bitoun et al., 
2007). El restante 20% puede corresponder a otros genes como por ejemplo el 
EPS15/AF-1P, MLLT11/AF1Q, SEPT9 y el MLLT6/AF17 o genes que se han 
identificado hasta el momento sólo en casos aislados (Meyer et al., 2006). 
 
1.4.7. UTILIDAD DE LOS REARREGLOS DE Ig/TCR EN LEUCEMIA AGUDA 
PEDIÁTRICA  
Durante la ontogenia, los linfocitos B como los T presentan cambios específicos en la 
estructura de los genes que codifican para las regiones variables de las Ig y/o TCR 
(Figura 4). Este proceso es denominado recombinación somática de los fragmentos de 





receptor del linfocito B o del receptor del linfocito T. Durante este proceso, cada 
linfocito adquiere una combinación única y especifica de los genes V-(D)-J (Figura 5).  
Debido a la existencia de múltiples segmentos génicos V, (D) y J para cada una de las 
cadenas de los receptores, junto con la deleción e inserción aleatoria de nucleótidos en 
los sitios de recombinación, al final de este proceso se originan regiones variables con 
secuencias nucleotídicas únicas para cada linfocito, pero que en el caso de las leucemias 
es específica del clon leucémico y también de cada paciente que la padece. Debido a 
esta especificidad, los rearreglos de los genes de las Ig y/o del TCR pueden ser 
utilizados como marcadores específicos o targets de cada paciente para evaluar la 
respuesta al tratamiento a través de la cuantificación de la EMR. 
La determinación de la EMR utilizando los rearreglos de los genes de las Ig/TCR en 
pacientes pediátricos con LLA, es aplicable aproximadamente al 95% de los casos (van 
der Velden et al., 2003a). Sin embargo, su utilidad en pacientes infantes es algo 
limitada, ya que un alto porcentaje de las LLA-I no presenta rearreglos de Ig/TCR, al 
igual que la mayoría de las leucemias mieloblásticas o tienen menor frecuencia de estos 
rearreglos siendo generalmente más oligoclonales (Jansen etal., 2007) lo que dificulta su 























Figura 4. Receptor de Ig de membrana y el TCR con sus regiones constantes y variables. Se destacan las 















1.4.8. REARREGLOS DE Ig/TCR EN LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA 
DE INFANTES 
Como ya fue descripto, las LLA-I están principalmente caracterizadas por presentar un 
inmunofenotipo Pro-B, CD10 negativo con coexpresión frecuente de marcadores 
mieloides asociados. Estas características inmunofenotípica la diferencia respecto de las 
LLA de los niños mayores de 1 año donde el inmunofenotipo de los blastos 
generalmente es B común (CD10 positivo) o pre-B. La LLA B-madura (leucemia de 
Burkitt) es reportada excepcionalmente, mientras que LLA de linaje T representa 
aproximadamente el 5-7 % de los casos de LLA-I (van Dongen et al., 2003; Pieters et 
al., 2007) 
El hecho de que los blastos de los infantes con LLA presenten un inmunofenotipo 
inmaduro indicaría que la alteración genética se produce en una célula precursora en 
etapas muy tempranas de la ontogenia, lo que explicaría los hallazgos de varios estudios 
publicados con datos obtenidos del protocolo de tratamiento Interfant-99. En estos 
estudios se encontró que los rearreglos de Ig/TCR de los pacientes infantes con LLA 
tienen baja frecuencia, son más inmaduros y más oligoclonales que los descriptos en los 
pediátricos mayores al año (Van der Velden et al., 2003b, 2004; 2006; Jansen et al., 
2007).  
Al comparar los rearreglos de los genes de Ig/TCR de los infantes con los niños de 
mayor edad se observa que las frecuencias de los rearreglos de los genes IGK, TCRB 
(Vβ-Dβ-Jβ), TCRG y TCRD son significativamente menores. Por otro lado, si bien no se 
encuentran diferencias significativas en la frecuencia de rearreglos de IGH se observó 





rearreglos incompletos DH-JH a diferencia de los blastos pre-B que generalmente 
tienen rearreglos completos VH-DH-JH. Incluso si se compara la frecuencia de los 
rearreglos de Ig/TCR de pacientes infantes con MLL rearreglado y con MLL wild type se 
encuentra que los primeros presentan mayor frecuencia de rearreglos incompletos IGH 
(DH-JH) y menor frecuencia de rearreglos completos IGH (VH-JH-VH), IGK-Kde, 
TCRB, y TCRD (Jansen et al., 2007). 
En infantes con LLA, los rearreglos más inmaduros de Ig/TCR fueron encontrados en 
aquellos casos que expresaban MLL-MLLT2 y MLL-MLLT1 y tenían entre 0-6 meses de 
vida, junto con la ausencia de expresión de CD10. En contraste, los rearreglos más 
maduros fueron observados en pacientes infantes con MLL-MLLT3 y en leucemias sin 
alteraciones de MLL, las cuales se observaron asociadas a una edad mayor y a la 
expresión de CD10 (Jansen et al., 2007). 
La alta prevalencia de oligoclonalidad en el locus de las IGH de los pacientes infantes, 
principalmente en los pacientes positivos para MLL-MLLT2, se relaciona también con la 
mayor inmadurez de la célula maligna con rearreglos DH-JH o genes IGH germinales. 
Por otro lado, se ha sugerido que la pérdida de la expresión de CD10 sobre la superficie 
celular podría estar relacionada a la presencia del MLL-r ya que la mayoría de las 
leucemias positivas para MLL-MLLT2 descriptas ha presentado un inmunofenotipo Pro-
B, e incluso interesantemente, todas las LLA Pre-B que perdieron la expresión de CD10 









1.5. GENERALIDADES DE MLL 
1.5.1. GEN MLL  
El gen de la leucemia de linaje mixto (MLL por sus siglas en inglés, Mixed Lineage 
Leukemia), actualmente conocido como KMT2A (Histone-lysine N-methyltransferase 
2A), HRX, MLL1, se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 11 (11q23) y 
está constituido por al menos 37 exones que abarcan más de 100 kb. El análisis del 
ADNc muestra un marco abierto de lectura de 12 kb que codifican para la proteína 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4297). 
 
1.5.2. PROTEINA MLL  
MLL/KMT2A es el homólogo de mamífero de la proteína que se encuentra en 
Drosophila trithorax. Es un miembro la familia de proteínas del grupo trithorax (trxG), 
conservado evolutivamente, que regulan positivamente la transcripción de genes y 
actúan antagónicamente al grupo de proteínas Polycomb (Ringrose y Paro, 2004). La 
familia trxG fue identificada por primera vez a través de estudios de moscas mutantes 
que muestran transformaciones homeóticas (un fenotipo en el que un segmento de 
cuerpo se transforma en otro diferente) debido a la expresión inadecuada de los genes 
homeobox (HOX) (Brock y van Lohuizen, 2001). 
MLL es una proteína de localización nuclear, que posee diversos dominios con 
diferentes propiedades, es ampliamente expresada durante el desarrollo fetal y continúa 
siendo expresada, pero en bajos niveles, en la etapa adulta en mayoría de los tejidos, 
incluyendo las células mieloides y linfoides (Hess, 2004). MLL es una proteína 





por 3969 residuos de aminoácidos y contiene diversos dominios conservados con 
funciones involucradas en la regulación de la transcripción (Figura 6). Estos dominios 
incluyen un dominio de unión a ADN (AT-hooks), un dominio rico en cisteína CXXC 
con homología a ADN metiltransferasa, un “plant homeodomain finger motifs” (PHD), 
un bromodominio (BD), un dominio de transactivación (TAD), un dominio con motivo 
de interacción con un receptor nuclear (NR box), un motivo con interacción WDR5 o 
motivo win y un dominio SET carboxi(C)-terminal responsable de la actividad metil 
transferasa. En condiciones normales de expresión del gen MLL, la proteína completa es 
clivada proteolíticamente por la enzima treonina-aspartasa o Taspasa-1 en dos diferentes 
fragmentos, MLL-N (320 kDa) y MLL-C (180 kDa) (Figura 7), los cuales 
heterodimerizan, ingresan al núcleo, y se asocian a múltiples proteínas formando un 
macrocomplejo multiproteico regulador de la transcripción (Figura 8), que coordina los 
tres principales mecanismos de modificación de la cromatina: metilación, acetilación y 
remodelación de nucleosomas (Biondi et al., 2000; Slany, 2009). 
 
Figura 6. Estructura tridimensional de los diferentes dominios conservados de la proteína MLL. 






Figura 7. Representación esquemática de los dominios de la proteína MLL y su procesamiento 
proteolítico. La forma completa de MLL es rápidamente procesada por la enzima Taspasa-1 en dos 
fragmentos, MLL-N y MLLC, los cuales se asocian a través de los motivos FYRN y FYRC para generar 
una estructura estable. Esta proteína madura se ensambla con numerosas proteínas para formar un 
macrocomplejo multiproteico regulador de la transcripción. Adaptado de (Cosgrove y Patel, 2010). 
 
La función de MLL está asociada con el mantenimiento de la expresión normal de los 
genes homeóticos de la familia HOX, relacionados con la hematopoyesis normal. 
Además, interactúa con genes reguladores del ciclo celular a través de la proteína 
Menina (producto del gen supresor de tumores MEN1) lo cual sugiere que regula la 
expresión de genes y el ciclo celular a través de modificaciones en la cromatina, 
conocidos como mecanismos epigenéticos. 
 
DOMINIO CXXC 
El mecanismo molecular por la cual la proteína MLL es reclutada a sus genes target es 
pobremente conocido. Es sabido que el dominio CXXC de MLL se une selectivamente 
a secuencias CpG de ADN no metilado (Biondi et al., 2000), y es esencial para el 
reconocimiento del gen target, la transactivación y la transformación que ocurre como 
producto de las proteínas de fusión de MLL. Sin embargo, el hecho de que diversos 





indica que otros mecanismos contribuyen al reconocimiento de los genes target por 
parte de MLL. 
 
DOMINIO TAD 
El dominio TAD de MLL se une a la proteína CBP mediando la activación 
transcripcional. CBP al igual que su homólogo p300 son co-activadores 
transcripcionales que poseen actividad histona acetiltransferasa intrínseca y actúan a su 
vez como andamio para estabilizar interacciones de proteínas adicionales con el 
complejo transcripcional. Se cree que la interacción de MLL a CBP incrementa la unión 
de otros activadores transcripcionales que podría resultar en la activación sinérgica de la 
transcripción, incluso esta unión podría ayudar a MLL a reconocer sus genes target. El 
reclutamiento de MLL a la cromatina resulta en la metilación de la lisina 4, de la 
Histona 3 (H3K4) por el dominio SET de MLL, una actividad que es regulada en parte 
por un complejo de proteínas que incluye WDR5, RbBP5, Ash2L y DPY-30 (Dou et al., 
2006; Steward et al., 2006; Southhall et al., 2009; Patel et al., 2008a; 2009). La 
metilación de H3K4 es una marca epigenética correlacionada con la forma de cromatina 
transcripcionalmente activa y señal de iniciación del proceso de transcripción. Por otro 
lado, la fracción MLL-C se asocia con MOF, una H4K16 acetil-transferasa, activando la 
transcripción completa de los genes Hoxa9.  
 
DOMINIO SET 
MLL contiene un dominio SET evolucionalmente conservado, el cual se halla en un 





transcripcionales. Este dominio es un motivo histona metil-transferasa que regula los 
niveles celulares de la metilación de H3K4 (Shilatifard, 2008; Malik y Bhaumik, 2010). 
El mismo está constituido por dos regiones canónicamente conservadas, SET-N y SET-
C separadas al menos, por una región de inserción (SET-I). Además, este dominio SET 
está flanqueado en el extremo carboxi(C)-terminal por un dominio post-SET de 22 
aminoácidos que proveen diversos residuos conservados que coordinan átomos de Zinc 
requeridos para la actividad enzimática. El dominio SET es esencial para el correcto 
ensamblaje del complejo proteico y la actividad metil-transferasa (Patel et al., 2008a; 
2008b; Song y Kingston, 2008).  
 
DOMINIO DE UNION A LA PROTEÍNA WDR5 
El motivo Win o de unión a la proteína WDR5 parece ser importante para la metilación 
de H3K4 y la expresión de los genes HOX durante el desarrollo y la hematopoyesis 
(Wysocka et al., 2005). WDR5 interactúa directamente con MLL y funciona como un 
puente de interacción entre MLL y otros componentes del macrocomplejo multiproteico 
regulador de la transcripción (Cho et al., 2007; Trievel y Shilatifard, 2009). Se ha 
sugerido que WDR5 funciona en el core del complejo multiproteico como un módulo 
de unión a histona que presenta a la histona H3 para su posterior metilación por MLL 
(Wysocka et al., 2005; Ruthenburg et al., 2006). Péptidos sintéticos derivados de MLL 
que carecen del motivo Win pierden la capacidad de interacción con los componentes 
del sub-complejo WDR5-RbBP5-Ash2L, lo que también resulta en la pérdida de la 







Figura 8. Complejo multiproteico MLL. Luego del procesamiento proteolítico y dimerización MLL 
ingresa al núcleo y es incorporado al macrocomplejo multiproteico con función metil-transferasa y 





1.5.3. MLL Y CICLO CELULAR 
MLL tiene efectos regulatorios sobre los genes que regulan del ciclo celular como por 
ejemplo las ciclinas y los inhibidores de quinasa dependientes de ciclina (CDKIs). 
Tanto la proteína p27 como p18 son conocidas por su capacidad de inhibir a las quinasa 
dependientes de ciclina y ambas son reguladas por MLL en una forma dependiente de 
Menina (Milne et al., 2005). Si bien es difícil conciliar cómo MLL está involucrado en 
la regulación del ciclo celular, se postuló que la regulación estaría dada por la 
degradación de la proteína MLL a través del sistema ubiquitina-proteasoma (Liu et al., 
2007), ya que la proteína MLL se degrada durante la fase S y la fase M por los 
complejos de E3 ubiquitina ligasa SCFSKP2 y APCCDC20. De hecho, los primeros estudios 
reconocieron que después de la escisión proteolítica, el fragmento MLL-N es 
extremadamente inestable cuando no se une con MLL-C y que MLL-N puede estar 
estabilizado en las proteínas quiméricas (Hsieh et al., 2003). Si no se degradan 
correctamente MLL en estos puntos de control del ciclo celular, se produce un ciclo 





fracción N-terminal, las proteínas MLL quiméricas muestran resistencia a la 
degradación, que podría ser un mecanismo que contribuya a la leucemogénesis. 
Además, este proceso podría estar asociado a la actividad H3K4 metiltransferasa de 
MLL que tiene acción directa sobre los telómeros induciendo la transcripción de ARN 
repetitivo no codificante que forma parte integral de la heterocromatina telomérica (Cao 
et al., 2009). También, es sabido que las proteínas de fusión de MLL influyen en la 
transcripción de una subunidad principal de la enzima telomerasa de TERT, 
aparentemente a través de la regulación positiva de los genes HOXA7 (Gessner et al. 
2010). 
 
1.5.4. MECANISMOS DE LOS REARREGLOS DE MLL 
Alrededor del 80% de los rearreglos de MLL actualmente conocidos son generados por 
translocaciones cromosómicas recíprocas y balanceadas. Aproximadamente un 5% son 
inversiones o deleciones que ocurren en el brazo largo del cromosoma 11, sin 
compromiso de otros cromosomas. En el caso de las inversiones del 11q23, se 
involucran dos genes con diferente orientación transcripcional, conduciendo a dos genes 
de fusión, mientras que las deleciones en 11q conducen a fusiones de MLL con genes 
localizados teloméricamente con la misma orientación transcripcional. El restante 15% 
corresponde a eventos complejos de recombinación, en su mayoría sobre la base de las 
inserciones de una pequeña porción de material de cromosoma 11 en otro cromosoma, o 
viceversa, por las inserciones de material cromosómico en el gen MLL. Estos 
mecanismos conducen a la generación de dos genes quiméricos, uno en el cromosoma 
receptor (alelo de fusión de MLL), y el otro, el alelo recíproco de fusión de MLL en el 





A pesar de la extensa longitud de MLL, los sitios de ruptura o breakpoint cluster regions 
(bcr) no se encuentran distribuidos azarosamente a lo largo del gen, sino que en su 
mayoría, con excepción de algunos casos, se encuentran distribuidos en una zona de 
8.300 pares de bases que abarca los exones 8 a 12 (Figura 9). Esto conduce a la 
hipótesis de un “hot spot” basado en la identificación de elementos repetitivos Alu, 
secuencias señal de recombinasas, un número de regiones de unión al ADN y sitios 
consenso de unión de la enzima topoisomerasa II. Las secuencias Alu están localizadas 
en la parte centromérica del bcr mientras que los sitios de unión de la telomerasa II se 
encuentran en la porción telomérica (Broeker et al., 1996; Marschalek et al., 1997; 
Biondi et al., 2000; Echlin-Bell et al., 2003). 
 
 
Figura 9. Esquema del gen MLL donde se muestra la zona de ruptura frecuente (bcr) y los dos 
subclusters de rupturas. SCI: subcluster I y SCII: subcluster II. El asterisco con la región color rojo 
muestra el sitio de unión de la enzima DNAasa I. 
 
 
Las rupturas del gen en las LLA de niños menores de un año y secundarias al 
tratamiento, se agrupan en un subcluster II cercano a los intrones 10 y 11 (SCII), 
mientras que en los niños mayores de un año y en adultos, son más frecuentes las 
rupturas en el intrón 9 y 10 o subcluster I (SCI) (Figura 9) (van Dongen et al., 1999; Pui 
et al., 2004; Pieters et al., 2007; van der Burg et al., 2004; Elia et al., 2003; Pallisgaard 





La ocurrencia de LLA en infantes e incluso al momento del nacimiento hace pensar en 
que el proceso leucemogénico ocurre en forma muy temprana, incluso algunos autores 
sugieren que el potente efecto desregulador de la proteína de fusión MLL sobre la 
expresión génica impactaría sobre dos o más vías intracelulares o bien que promovería 
la rápida adquisición de nuevos cambios genéticos (Biondi et al., 2000; Strick et al., 
2000; Mori et al., 2002; Slany, 2009; Turner et al., 2010). 
 
1.5.6. MECANISMO DE LEUCEMOGÉNESIS POR LAS PROTEÍNAS DE 
FUSIÓN MLL 
Las proteínas quiméricas o de fusión de MLL conservan la porción N-terminal de MLL, 
mientras que la porción carboxilo terminal es reemplazada por la porción carboxilo 
terminal del compañero de fusión. De esta manera, la proteína quimérica mantiene su 
capacidad de unión a ADN, pero pierde los dominios TAD y SET, relacionados con su 
actividad metil-transferasa H3K4, así como también el sitio de clivaje de Taspasa 1. La 
mayoría de los compañeros de fusión de MLL contienen un dominio de activación 
transcripcional, y cuando MLL es fusionada a su compañero se produce un aumento de 
la función de MLL mediante dos mecanismos, por un lado, si el compañero de fusión de 
MLL codifica para una proteína nuclear como es el MLLT2 aportan un dominio de 
transactivación, como consecuencia se produce una actividad transcripcional 
constitutiva. Si el compañero codifica para una proteína citoplasmática, provoca 
dimerización de MLL (Yokoyama et al., 2004). Esta capacidad de dimerización es 
fundamental para la inmortalización de progenitores hematopoyéticos y al mismo 





Las proteínas de fusión de MLL aumentan la expresión de los genes HOX9 y del 
cofactor Meis1 en las células progenitoras hematopoyéticas (Milne et al., 2002; 2005b). 
Este aumento de la expresión es en parte el responsable de la capacidad de inmortalizar 
a los progenitores hematopoyéticos. 
Finalmente, si la proteína compañera de fusión de MLL contiene un dominio HAT, 
puede producirse un aumento de la actividad acetiladora de histonas en regiones de 















1.6. ALTERACIONES DEL GEN FLT3 
El gen FLT3, también conocido como fms-related tyrosine kinase, FLK2 o STK1K, se 
encuentra localizado en el cromosoma 13q12 y codifica para una proteína de clase III de 
los receptores tirosina quinasa. FLT3 se encuentra expresado en progenitores 
multipotentes hematopoyéticos y en las células con diferenciación monocítica.  
La activación de la proteína FLT3 o CD135, cuando se une a su ligando provoca una 
serie de procesos intracelulares de señalización que inducen la proliferación y 
supervivencia de las células (Figura 10). Pero también, existen mutaciones que activan 
constitutivamente a FLT3 independientemente de la presencia del ligando (Figura 11). 
Estas mutaciones pueden ocurrir en secuencias codificantes para el dominio 
yuxtamembrana en forma de duplicaciones internas en tándem (FLT3-ITD) o 
mutaciones puntuales en el dominio de activación de quinasas (FLT3-TKD) (Nakao et 
al., 1996, Yamamoto et al., 2001). Existe también casos de sobre-expresión de FLT3 no 
asociada a mutaciones del gen que se pueden encontrar en leucemias (Libura et al., 








Figura 10. Vías de señalización intracelular de FLT3. Las mutaciones FLT3-ITD y FLT3-TKD provocan 















1.6.1. DUPLICACIONES INTERNAS EN TÁNDEM DE FLT3 
Las mutaciones FLT3-ITD ocurren entre los exones 14 y 15 del gen. Estos exones 
codifican para los dominios transmembrana y juxtamembrana de FLT3 (Figura 12) y la 
consecuencia funcional de la mutación es la activación constitutiva independiente de 
ligando de la proteína FLT3 (Kiyoi et al., 1998) conduciendo a la activación constante 
de la vía de STAT5, RAS/MAPK y PI3-K. Aunque también provoca inhibición de los 
factores de transcripción mieloide como son el CBPA y PU.1 (Hayakawa et al., 2000; 
Tse et al., 2000). Por tanto, las mutaciones FLT3-ITD provocan aumento de la 
proliferación y supervivencia y al mismo tiempo bloqueo de la diferenciación mieloide. 
Existe evidencia de que las mutaciones en FLT3-ITD se asocian con un pronóstico 
desfavorable en LMA (Schnittger et al., 2002; Thiede et al., 2002; Stirewalt et al., 2006; 
Meshinchi et al., 2006). 
 
 










1.6.2. MUTACIONES PUNTUALES EN FLT3 
Las mutaciones puntuales más frecuentes de FLT3-TKD ocurren en el exón 20 de gen y 
generalmente provocan la sustitución de un ácido aspártico en la posición 835 o la 
isoleucina de la posición 836 por diferentes aminoácidos en el dominio de activación de 
tirosina quinasa (Yamamoto et al., 2001) (Figura 13). También han sido descriptos 
casos esporádicos de mutaciones puntuales en el dominio juxtamembrana y en la Serina 
de la posición 840 del TKD (Spiekermann et al., 2002; Reindl et al., 2006). 
 
 
















1.7. SÍNDROME DE DOWN Y MIELOPOYESIS ANORMAL TRANSITORIA  
Los niños con Síndrome de Down (SD) presentan una mayor predisposición a 
desarrollar leucemia aguda, más frecuentemente LMCA, especialmente durante los dos 
primeros años de vida (Fong y Brodeur, 1987; Webb et al., 2007). Además, durante el 
período neonatal aproximadamente el 10% de los niños con trisomía 21 presenta un 
desorden clonal que afecta fundamentalmente a la serie megacariocítica, denominado 
MAT que en la gran mayoría de los casos presenta una resolución espontánea luego de 
aproximadamente 3 meses de evolución. Durante este período, los neonatos presentan 
reducción en el número circulante de plaquetas y un aumento de la cantidad de 
megacarioblastos anormales en médula ósea que son indistinguibles desde el punto de 
vista morfológico e inmunofenotípico de los blastos de la LMCA. Aunque alrededor del 
80% de los casos presenta remisión espontánea en menos de 3 meses, aproximadamente 
el 20 al 30% de los pacientes con MAT puede desarrollar leucemia aguda, 
especialmente durante los 3 primeros años de vida (Baumann et al., 2008).  
En los pacientes con SD y MAT y/o LMCA se ha descripto una alta incidencia de 
mutaciones en el gen GATA-1 (Wechsler et al., 2002; Xu et al., 2003). Debido a la 
temprana edad de desarrollo de estas patologías asociadas a las mutaciones en este gen, 
se especula que las alteraciones se originarían intra-útero, en algún momento del 
desarrollo fetal. La presencia de la trisomía del cromosoma 21 es considerada como el 
primer evento que ocurre en estos desórdenes, predisponiendo a las células 
hematopoyéticas a la adquisición de mutaciones en GATA-1 que explicarían la aparición 





1.7.1. MUTACIONES DEL GEN GATA-1 
El gen GATA binding protein 1 (globin transcription factor 1) o GATA-1, también 
llamado factor de transcripción eritroide 1, se encuentra ubicado en el brazo corto del 
cromosoma X (Xp11.23), y pertenece a una familia de factores de transcripción 
altamente conservados durante la evolución. GATA-1 codifica para un factor de 
activación de la transcripción de 50 kDa que resulta crítico para el normal desarrollo de 
las ontogenias eritroide y megacariocítica (Cantor y Orkin, 2002; Shivdasani, 2001). La 
proteína, de localización nuclear, posee un dominio de activación y dos dominios con 
conformación de dedos de zinc que interactúan con el ADN, uno ubicado hacia el 
extremo carboxilo terminal y otro ubicado hacia su extremo amino terminal (Figura 14). 
El dominio C-terminal de la proteína interactúa con el ADN mediante secuencias 
específicas de unión, mientras que el dominio N-terminal modula la unión al ADN e 
interactúa con múltiples proteínas, como FOG-1 (Friend-of-GATA-1), entre otras 
(Martin y Orkin, 1990; Merika y Orkin, 1993; Newton et al., 2001). La interacción de 
GATA-1 con FOG-1 parece resultar particularmente importante ya que este complejo 
GATA-1/FOG-1, puede actuar como modulador de la expresión de diversos genes que 
intervienen en el complejo proceso de la hematopoyesis.  
Es sabido que GATA-1 y GATA-2, otro factor transcripcional de la misma familia, son 
recíprocamente expresados durante la hematopoyesis normal y esta reciprocidad está 
mediada en parte por la represión transcripcional del complejo GATA-1/FOG-1 sobre 
GATA-2 (Pal et al., 2004; Bresnick et al., 2010; Zheng y Blobel, 2010). 
Han sido descriptas mutaciones en el exón 2 de GATA-1 en niños con SD y MAT, que 





detectables cuando la enfermedad se encuentra en remisión (Wechsler et al., 2002). Se 
postula que estas mutaciones participan de la evolución de MAT a LMCA en los niños 
con SD. Cabe destacar que estas alteraciones no se presentan generalmente en niños con 
SD y otros tipos de leucemia aguda ni tampoco en aquellos pacientes con LMCA pero 
sin SD (Groet et al., 2003; Ahmed et al., 2004). 
Muchas de estas mutaciones tienen como consecuencia la expresión de una isoforma de 
la proteína denominada GATA-1s (Figura 14), que resulta de la iniciación de la 
traducción a partir de la metionina 84 ubicada en el exón 3. Esta isoforma, de 40 kDa, 
carece del dominio N-terminal de GATA-1, involucrado normalmente en el proceso de 
trans-activación. Kanezaki propone un sistema de clasificación de las mutaciones y 
observa que los distintos subtipos presentan diferencias cuantitativas en la expresión de 
GATA-1s, postulando que este hecho podría relacionarse con la probabilidad de 
progresión a LMCA, aunque publicaciones posteriores no han podido confirmar dicha 




Figura 14. Esquema del gen GATA-1 y proteína GATA-1S. El gen GATA-1 está constituido por 6 exones 
y puede ser traducido a partir del primer codón de iniciación ubicado en el exón 1 o a partir del segundo 
ATG ubicado en el exón 2, dando lugar a la forma corta de la proteína. Ante la presencia de mutaciones 
en el exón 2 o secuencias intrónicas flanqueantes, el RNAm solo puede dar origen a la forma corta de la 
proteína (GATA-1S). AD: Dominio de activación, NF: dominio con conformación de dedos de zinc 
amino-terminal; CF: dominios con conformación de dedos de zinc carboxilo-terminal. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
2.1. HIPÓTESIS DE TRABAJO 
La hipótesis de este trabajo es que la aplicación de nuevas técnicas moleculares contribuirá 
a una mejor caracterización de las alteraciones genéticas de las LAI, y por lo tanto a un 
diagnóstico más preciso de este subtipo de leucemias. Además, la aplicación de dichas 
técnicas es potencialmente valiosa para permitir una mejor evaluación de la respuesta al 
tratamiento in vivo (a través de la determinación de la EMR) y se espera que pueda 
contribuir a mejorar los resultados actuales de su tratamiento, que se vea reflejado en un 
aumento en los valores de pSLE.  
Por otra parte, también debe considerarse que la puesta a punto e implementación de estas 
técnicas pueden luego permitir su aplicación en otros subtipos de leucemias, también como 
herramienta diagnóstica y para el seguimiento a través de los estudios de EMR.  
Otro objetivo importante de este trabajo ha sido estudiar otros subtipos especiales de 
infantes y lactantes que desarrollan leucemias con características particulares como los 
pacientes con Síndrome de Down, que presentan alteraciones moleculares particulares, para 
un mejor entendimiento de este grupo etario especial. 
Finalmente, el presente proyecto podrá permitir la aplicación en forma centralizada de estas 
técnicas para ofrecerlas a todos los infantes de nuestro país independientemente de la 
Institución en la cual ellos reciban su tratamiento, ya que se trata de técnicas complejas, de 
difícil desarrollo para su implementación, y que por lo tanto no se justifica a nivel de 
organización de salud que  se encuentren puestas a punto en numerosos centros en nuestro 
país. 




2.2. OBJETIVOS GENERALES 
El presente trabajo comprende la puesta en marcha de técnicas especializadas para realizar 
la caracterización molecular de las LAI y para realizar luego la determinación de EMR 
utilizando los blancos adecuados para cada paciente, con la finalidad de optimizar la 
evaluación de respuesta al tratamiento.  
Además, el estudio de las mutaciones en el gen FLT3 permitirá no sólo el mejor 
conocimiento de este grupo especial de leucemias sino también un mejor entendimiento de 
los mecanismos leucemogénicos asociados y la individualización de pacientes candidatos a 
recibir drogas inhibidoras de FLT3, actualmente en estudio. 
Se analizará además la presencia de mutaciones del gen GATA-1 en pacientes con MAT y 
LMCA, con la finalidad de caracterizar correctamente este grupo de pacientes. 
 
2.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
Los objetivos científico-asistenciales son:  
1. Incorporar nuevas técnicas de mayor complejidad a las técnicas moleculares de estudio 
disponibles en nuestro país aplicables a las LAI y también a las LA pediátricas en general.  
2. Lograr una mejor adecuación de la intensidad del tratamiento en cada paciente. 
3. Detección de nuevos blancos terapéuticos para aumentar la pSLE de los infantes con LA. 
4. Adquirir mayor conocimiento de los procesos leucemogénicos involucrados en las 
leucemias pediátricas.  




2.4. OBJETIVOS TÉCNICOS  
1. Lograr la puesta a punto y desarrollo de la técnica LDI-PCR para detectar alteraciones 
del gen MLL a nivel genómico específicas de cada clon leucémico, incluso en los casos en 
que el gen compañero de fusión no sea conocido, ampliando nuestra capacidad de detección 
actual 
2. Caracterizar los rearreglos del gen MLL a nivel genómico para evaluar la posibilidad de 
utilizar estos rearreglos como blanco para la cuantificación de EMR. 
3. Describir casos inusuales de leucemia linfoblástica B madura con morfología FAB L1 o 
L2 y ausencia de alteraciones en c-myc y que corresponden a casos de pacientes con 
rearreglos el gen MLL. 
4. Describir la caracterización molecular de los reordenamientos de genes de Ig y TCR para 
identificar los segmentos génicos involucrados en los rearreglos y sus secuencias únicas, 
específicas del clon leucémico, con el doble objetivo de conocer las frecuencias de los 
rearreglos en la población de infantes y evaluar la posibilidad de utilizarlos como blanco 
para la cuantificación de EMR.  
5. Sentar las bases para la puesta a punto de la EMR por PCR-cuantitativa utilizando como 
blanco leucemia-específico las secuencia de fusión de los rearreglos del gen MLL a nivel 
genómico con el fin de evaluar la respuesta in vivo al tratamiento quimioterápico.  
6. Analizar la presencia de mutaciones del gen FLT3 a través de PCR y RFLP, con el fin de 
individualizar pacientes candidatos a recibir nuevas drogas en desarrollo inhibidoras de 
FLT3. 




7. Analizar la frecuencia y características de las mutaciones en el gen GATA-1 en pacientes 




3. Parte Experimental 




3.1. PACIENTES Y MÉTODOS 
3.1.1. POBLACIÓN ESTUDIADA 
En el presente trabajo de tesis han sido incluidos 34 pacientes con diagnóstico de LA 
(LMA n=12, LLA n=20 y LALA n=2), en los cuales fue posible realizar la búsqueda de 
rearreglos moleculares de MLL a través de la técnica de LDI-PCR. Veintinueve de estos 
pacientes fueron infantes tratados en el contexto de los Protocolos Interfant-99 (Pieters 
et al., 2007) e Interfant-06, mientras que los restantes 5 niños, fueron pacientes mayores 
de 1 año de edad, tratados con el protocolo ALLIC 2002 para los casos de LLA (Stary et 
al., 2014) o Protocolo LMA-99 en el caso de las LMA. Estos últimos pacientes mayores 
de 1 año de edad al momento del diagnóstico de su LA fueron incluidos porque su 
estudio citogenético presentaba alta sospecha de alteraciones en el gen MLL.  
En cuanto a la población de pacientes con SD, se estudiaron 14 muestras de pacientes 
con SD y diagnóstico de MAT y/o LMA (MAT n=10 LMA n=4), incluyendo 2 
muestras de un mismo paciente que desarrolló MAT y luego LMCA con la finalidad de 
caracterizar correctamente este grupo de pacientes.  
Adicionalmente, se estudió la presencia de mutaciones en GATA-1 en muestras de 21 
pacientes con diagnóstico de otros tipos de LA: 7 pacientes con SD y diagnóstico de 
LLA (n= 6) y LMA-M2 (n= 1); y 14 pacientes sin SD que presentaban LMA no-LMCA 
con trisomía 21 (n= 8) y LLA (n= 4) o LMA no-LMCA (n= 2). 
 
3.1.2. CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN 
Todos los pacientes incluidos en el presente trabajo de tesis tenían realizados estudios 
morfológicos, citoquímicos, de inmunofenotipo por citometría de flujo y citogenéticos 
completos al momento del diagnóstico. 




Se excluyeron de este análisis los siguientes pacientes:  
- Los pacientes que habían recibido algún tipo de tratamiento quimioterápico antes de 
ingresar a nuestro Hospital.  
- Los pacientes con patologías subyacentes que sean causa de co-morbilidad 
(inmunodeficiencias, síndromes de fragilidad cromosómica, HIV).  
- Aquellos pacientes en los cuales no fue posible la realización de los estudios 
diagnósticos completos. 
- Pacientes en los cuales no fue posible obtener suficiente material para realizar estudios 
por Biología Molecular. 
 
3.1.3. DIAGNÓSTICO DE  LLA Y LMA 
Todos los pacientes fueron diagnosticados como LLA o LMA de acuerdo a los criterios 
morfológicos, citoquímicos, de inmunofenotipo y citogenético/moleculares de la 
clasificación de la OMS (Swerdlow et al., 2008).  
 
MOMENTOS DE RECOLECCIÓN DE MUESTRAS 
Las determinaciones de caracterización molecular de las leucemias agudas y MAT se 
realizaron en muestras de aspirado de médula ósea correspondientes al momento del 
diagnóstico. 
La determinación de la EMR en LLA por técnicas moleculares se realizó con muestras 
correspondientes al día 33 y a la semana 12. Dichas muestras corresponden a puntos de 
control del tratamiento establecidos en los protocolos de tratamiento y en ningún caso se 




obtuvieron muestras sólo para la realización de los estudios incluidos en el presente 
trabajo.  
 
3.1.4. CARACTERIZACIÓN INMUNOFENOTÍPICA 
La caracterización inmunofenotípica estuvo a cargo del equipo del Dr. Jorge Rossi, jefe 
del Laboratorio de Inmunología Celular del HPG y la Dra. Elisa Sajaroff. El análisis de 
los marcadores de superficie se realizó sobre las células mononucleares obtenidas del 
aspirado de médula ósea. Las células fueron analizadas con el software CellQuest en el 
Citómetro de Flujo FACSORT (Becton-Dickinson, San Jose, CA), adquiriendo al 
menos 10.000 eventos por tubo. Los anticuerpos de superficie incluidos en el panel de 
inmunotipificación para leucemia aguda fueron anti CD2, CD3, CD4, CD7, CD10, 
CD13, CD19, CD20, CD38, CD33, CD34, CD45, CD11b, CD13, CD14, CD33, CD64, 
CD117, CD36, anti NG2 (7.1), CD42a, CD61, CD41 y HLA-DR. Además, se incluyó el 
estudio de los antígenos citoplasmáticos CD22, CD3, mieloperoxidasa (MPO), CD79, 
TdT, e IgMcit, utilizando un permeabilizante celular comercial de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante.  
En todos los casos de MAT y LMCA el inmunofenotipo fue confirmado por análisis de 
la expresión de antígenos plaquetarios (CD61, CD42a, CD41) por microscopía de 
fluorescencia. 
  
3.1.5. ESTUDIO CITOGENÉTICO Y CITOGENÉTICO MOLECULAR 
Los estudios citogenéticos realizados, estuvieron a cargo del equipo de las Dras. Marta 
Gallego y Mariela Coccé del Servicio de Genética del HPG. El análisis cromosómico 
fue realizado de acuerdo a técnicas estándar sobre muestras de médula ósea con el 




agregado de mitógenos, incluyendo bandeo G. Se analizaron al menos 20 metafases en 
cada caso, para que los mismos fueran considerados evaluables. El criterio de 
clonalidad, la identificación y designación del cariotipo se realizaron siguiendo las guías 
definidas por el ISCN (International System for Human Cytogenetic Nomenclature), 
definiendo que para que una alteración sea considerada clonal debía estar presente en al 
menos 2 metafases para las alteraciones citogenéticas recurrentes y en al menos 3 
metafases cuando se trataba de una alteración del número modal de cromosomas 
(Shaffer et al., 2009). 
En los casos en que se encontraba disponible, se utilizaron sondas de Split FISH MLL 
Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe (Vysis/Abbott, Des Plaines, IL, USA). 
El tipo de sondas utilizado genera un patrón de señal dado por una separación de las dos 
sondas diferentemente marcadas. Estas sondas se ubican a ambos lados de la región del 
bcr del gen. En este estudio si el gen MLL se encuentra en estado germinal se obtiene 
una señal roja y una verde co-localizada (señal de fusión rojo/verde en cada cromosoma 
11), mientras que si el MLL se encuentra involucrado en algún tipo de rearreglo, se 
produce la separación de las dos sondas, resultando en una señal verde correspondiente 
a la sonda del cromosoma der (11) y una señal roja correspondiente a la sonda del 


















Figura 15. Rearreglo del gen MLL detectado por Vysis MLL probe. En la figura se muestra el caso de 
una t(9;11)(p21;q23). El alelo germinal de MLL se observa en color anaranjado, debido a la fusión de 
los dos colores de ambas sondas (rojo y verde), mientras que el rearreglo del otro alelo produce la 
separación de la señal en dos, una verde que encuentra sobre el cromosoma der(11) y una roja que se 
encuentra sobre el cromosoma der(9).  
 
Con este tipo de sondas la detección de rearreglos del gen MLL es independiente de la 
detección de ambos derivados participantes de la translocación. Solamente la separación 
de la señal roja de la señal verde es condición necesaria para evidenciar el rearreglo del 
gen. 
 
3.1.6. ESTUDIO DE LOS REARREGLOS MOLECULARES RECURRENTES 
POR RT-PCR 
Los estudios moleculares estuvieron a cargo de la Dra. Cristina Alonso, jefa del 
Laboratorio de Biología Molecular del Servicio de Hematología Oncología y la técnica 
Adriana Medina del mismo servicio. Para el análisis de los diferentes transcriptos de 
fusión se realizó la búsqueda por RT-PCR según el inmunofenotipo de los blastos. Esto 
se debe a que la frecuencia y tipo de los rearreglos no es la misma en LLA que en LMA 
(Meyer et al., 2013).  




La determinación por RT-PCR para la detección de rearreglos en LLA incluyó MLL-
MLLT1, MLL-AFF1, MLL-MLLT3, ETV6-RUNX1, BCR-ABLp190, BCR-ABLp210 y 
TCF3-PBX1. Mientras que la correspondiente a LMA incluyó MLL-MLLT3, PML-
RARA, RUNX1-RUNX1T1 y CBFB-MYH11. 
En este estudio molecular para la detección de las traslocaciones cromosómicas a través 
de RT-PCR se utilizaron oligonucleótidos (primers) que se unen específicamente sobre 
cada uno de los genes involucrados en la traslocación, a ambos lados del sitio de fusión, 
de manera tal que la distancia entre ellos fuera aproximadamente de 400 a 600 pares de 
bases para todos los rearreglos, permitiendo homogeneizar las condiciones de ciclado y 
de la reacción de PCR. Los primers y protocolos para las reacciones de RT-PCR fueron 
consensuados y estandarizados en un estudio cooperativo entre laboratorios europeos de 
referencia y pueden ser aplicados en forma confiable para la clasificación molecular al 
momento del diagnóstico (van Dongen et al., 1999). Los primers utilizados para la 
detección de MLL-MLLT1 y MLL-MLLT3 fueron diseñados en el HPG tomando en 
cuenta los sitios de corte reportados en la bibliografía internacional (Pallisgaard et al., 
1998; van Dongen et al., 1999). La secuencia y ubicación de los oligonucleótidos 










Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para la detección de rearreglos recurrentes por RT-PCR. 
Rearreglo Nombre Sentido Secuencia (5'  3') 
MLL-x MLL-A Fw 1 CCGCCTCAGCCACCTAC 
MLL-E5' Fw 2 AAGCCCGTCGAGGAAAAG 
MLL-AFF1 AF4-B Rev 1 TGTCACTGAGCTGAAGGTCG 
AF4-D Rev 2 CGTTCCTTGCTGAGAATTTG 
MLL-MLLT1 
ENL-B3 Rev 1 ACCATCCAGTCGTGAGTGAAC 
ENL-B2 Rev 1 AGCGTACCCCGACTCCTCTA 
ENL-B1 Rev 1 TCGGCGCTGTTGTCACTCTC 
ENL-B4 Rev 1 CTCCTTCGGGCATTACCA 
MLL-MLLT3 
AF9-A Rev 1 TTCGGCTGCCTCCTCTATTTAC 
AF9-B Rev 1 CCAGATGTTTCCAGGTAACTCTGT 
AF9-C Rev 1 AGGTTTTTCCTTGTGCTCCTTCATT 
Oligonucleótidos utilizados para la detección de los diferentes rearreglos, indicando su sentido y 
posición del extremo 5’ con respecto a la secuencia de ARNm que se indica como referencia. MLL-x: los 
oligonucleótidos fueron utilizados para los 3 rearreglos de MLL estudiados. 
 
Las reacciones de PCR se realizaron en todos los casos a partir de 1 µl de ADNc 
(equivalente a 50 ng de ARN) en un volumen final de 25 µl. La concentración final de 
primers utilizada en la reacción fue de 400 nM, junto con 0,2 mM de dNTPs, y 2,5 mM 
de Cl2Mg en todos los casos. Se utilizaron 0,5 Unidades de enzima Taq Polimerasa por 
tubo de reacción junto con el buffer de reacción correspondiente en concentración 1X, 
según lo recomendado por el fabricante.  
El programa de ciclado fue el siguiente: Una desnaturalización inicial a 95°C durante 3 
minutos, seguida de 35 ciclos de 30 segundos de desnaturalización a 94°C, 45 segundos 
de hibridación de primers a (61-66)°C, 45 segundos de extensión a 72°C, y una 
elongación final de 10 minutos a 72°C. La temperatura de hibridación fue 65°C para 
MLL-AFF1; 63°C para MLL-MLLT1, MLL-MLLT3 y 61°C para ABL1 como gen 
control. 
 




3.1.7. ESTUDIO DE LOS REARREGLOS MOLECULARES INFRECUENTES 
POR RT-PCR 
En el contexto de esta tesis se realizó la puesta a punto de esta técnica, para lo cual se 
diseñó un ensayo de PCR basándose en los protocolos ya establecidos y estandarizados 
por el grupo Biomed para la detección de los rearreglos recurrentes (van Dongen et al., 
1999). Se mantuvieron las mismas condiciones de reacción que para los otros 
rearreglos. La reacción de PCR se realizó a partir de 1 µl de ADNc (equivalente a 50 ng 
de ARN) en un volumen final de 25 µl. La concentración final de los oligonucleótidos 
utilizada en la reacción fue de 400 nM, junto con 0,2mM de dNTPs, y 2,5 mM de 
Cl2Mg. Se utilizaron 0,5 Unidades de enzima Taq Polimerasa por tubo de reacción 
junto con el buffer de reacción correspondiente en concentración 1X, según lo 
recomendado por el fabricante.  
El programa de ciclado fue el siguiente: Una desnaturalización inicial a 95°C durante 3 
minutos, seguida de 35 ciclos de 30 segundos de desnaturalización a 94°C, 45 segundos 
de hibridación de primers a 63°C, 45 segundos de extensión a 72°C, y una elongación 

















Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para la detección de rearreglos moleculares 




Secuencia (5'  3') 
MLL-A Fw MLL exón 8 CCGCCTCAGCCACCTAC 
AF10-A Rv MLLT10 exón 9 TGGACATTATCGGCACCATTAC 
AF10-B Rv MLLT10 exón 12 TTGCCCTCTGACCCTCTAGTCT 
BTBD18 Rv BTBD18 exón 3 GCACTTGTTGGTTGTAAGCACT 
MLLT4-ex2 Rv MLLT4 exón 2 AGGACAGCATTCGCATATCAG 
MLLT6-ex7 Rv MLLT6 exón 7 AGATGAAACCACTGCCACCTC 
MLLT11-ex2 Rv MLLT11 exón 2 AGCTCCGACAGATCCAGTTCT 
Oligonucleótidos utilizados para la detección de otros rearreglos, indicando su sentido, ubicación y 
secuencia. 
 
OBTENCIÓN DE CÉLULAS LEUCÉMICAS PARA LOS ESTUDIOS 
MOLECULARES 
Las determinaciones se realizaron en células mononucleares obtenidas de muestras de 
médula ósea, pero cuando los pacientes presentaron recuentos de leucocitos mayores a 
100.000/µl con un recuento de blastos mayor al 70% se utilizó sangre periférica. Se 
separaron las células mononucleares por medio de gradiente de densidad de 1.077 g/l, y 
se guardaron alícuotas de las mismas a razón de 107 por vial en ultra freezer (-80ºC) 
para los estudios de biología molecular.  
 
EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL 
El ARN total correspondiente a 107 células mononucleares fue extraído con trizol, un 
método basado en Tioisocianato de guanidina (Chomczynski, 1993), según 
instrucciones del fabricante. La concentración del ARN fue medida por 




espectrofotometría (Absorbancia a 260 nm), evaluando el grado de pureza a través de la 
relación de Absorbancia 260/280 (mayor a 1,8). 
 
CONTROL DE INTEGRIDAD DE ARN 
Debido a la labilidad de las moléculas de ARN, es muy importante controlar su grado de 
integridad. Para ello, además de medir la concentración del ARN obtenido a través de 
espectrofotometría se realizó electroforesis en gel de agarosa 0,8% en condiciones 
adecuadas. El patrón de integridad es el correspondiente a las dos bandas del ARN 
ribosómico, sobre un fondo limpio con ausencia de una banda de mayor peso molecular 
correspondiente a ADN contaminante. 
 
OLIGONUCLEÓTIDOS PARA TRANSCRIPCIÓN REVERSA 
En el presente trabajo de tesis se utilizaron hexámeros al azar como cebadores de la 
reacción. El método de RT que utiliza como cebadores a oligonucleótidos al azar 
(random primers) permite obtener ADN copia (ADNc) a partir del ARN total de la 
muestra, lo cual permite que la misma muestra de ADNc sea utilizada para la 
investigación de múltiples genes, incluyendo la posibilidad de analizar la amplificación 
de un gen control.  
 
TRANSCRIPCIÓN REVERSA 
La reacción de RT se realizó a partir de 1 µg de ARN total, utilizando 200 Unidades de 
enzima transcriptasa reversa M-MLV, 1 mM dNTPs, 5µM de hexámeros al azar y 20 U 
de inhibidor de RNAsas en un volumen final de 20 µl, siguiendo recomendaciones de 
protocolos de referencia internacional para la detección de los rearreglos moleculares 




recurrentes (van Dongen et al., 1999). El procedimiento incluyó la incubación del ARN 
a 70°C durante 10 minutos, inmediatamente se colocaron las muestras en hielo, con la 
finalidad de evitar la formación de estructuras secundarias que pueden disminuir la 
eficiencia de la reacción. Luego se añadió la mezcla de reactivos necesarios para la RT, 
y se incubó en termociclador durante 1 hora a 37°C, con un calentamiento final a 99°C 
durante 3 minutos para inactivación enzimática. 
 
CONTROLES DE AMPLIFICABILIDAD  
Como parte del proceso de aseguramiento de la calidad necesaria del diagnóstico de los 
rearreglos moleculares por RT-PCR, fue fundamental realizar el control de 
amplificabilidad de la muestra analizada, ya que un resultado negativo se interpreta 
como ausencia del rearreglo estudiado. Este procedimiento permitió evaluar si el ADNc 
analizado se encontraba en condiciones de ser amplificado, ya que esto puede no ser así 
incluso a pesar de haber obtenido ARN de buena calidad, ya sea por presencia de 
inhibidores de la reacción de PCR o bien por fallas en alguno de los múltiples pasos 
necesarios para la obtención de ADNc. Con este objetivo se realizó una PCR para el 
transcripto de un gen control, el cual debía poseer un nivel de expresión similar al de los 
transcriptos de fusión a estudiar, expresarse en forma relativamente constante en los 
distintos estadíos celulares y presentar una estabilidad similar al transcripto analizado. 
No debían utilizarse como gen control a transcriptos que presentasen muy alta 
expresión, ya que esto aumentaría la posibilidad de obtener resultados falsos negativos. 
Un resultado de gen control negativo invalida cualquier otro resultado negativo (Kidd et 
al., 1997; van Dongen et al., 2006).  




En el presente estudio la amplificabilidad de las muestras fue verificada a través de dos 
reacciones de PCR para el transcripto del gen ABL1, que cumple con los requisitos que 
debe reunir un gen control. 
En una de las reacciones se amplificó un fragmento de 578 pb que incluía una zona que 
abarca desde el exón 1 hasta el exón 4, de tamaño similar al de los productos de las 
reacciones de RT-PCR que se utilizaron para la detección de los rearreglos moleculares 
recurrentes. Con este juego de primers no se obtuvo amplificación a partir de ADN 
genómico debido a que abarca una zona de 27.300 pb. 
En la segunda reacción se amplificó un fragmento de 168 pb que comprende parte de 
los exones 2 y 3 de ABL1, ya que el experimento ha sido diseñado con la finalidad de 
detectar cantidades mínimas de ADN contaminante, debido a que en el caso de existir 
ADN en la muestra, la amplificación da como resultado un fragmento de 731 pb, que 
contiene las secuencias exónicas de 168 pb junto con 563 pb correspondientes al 
pequeño intrón 2. Adicionalmente, este juego de primers permitió evaluar la calidad de 
las muestras ya que permitió distinguir entre aquellas en las cuales no se obtiene 
amplificación alguna de otras de integridad intermedia, en las cuales no se obtiene el 
fragmento de 578 pb, pero sí el de 168 pb. 
 
Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación del gen control. 
Gen Control Nombre Sentido Secuencia (5' - 3') 
ABL1 
ABL-a1 Fw 1 CTGCAAATCCAAGAAGGGGC 
ABL-a4 Rev 1 AATGATGATGAACCAACTCGGC 
ABL-a2 Fw 2 ACCTTTTCGTTGCACTGTATGAT 
ABL-a3E3' Rev 2 TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT 
Oligonucleótidos utilizados para la amplificación del gen control, indicando su sentido, secuencia  
 




CONTROLES DE LOS ENSAYOS DE RT-PCR  
Además de la imprescindible RT-PCR para el gen control, en cada reacción de PCR se 
incluyeron controles positivos para la presencia del transcripto en estudio y controles 
negativos para verificar la ausencia de contaminación y evitar resultados falsos 
positivos. 
 
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA  
El análisis de los resultados de las RT-PCR se realizó por electroforesis del producto de 
PCR en geles de agarosa al 1,8%, registrando el peso molecular (PM) de la banda 
obtenida por comparación contra un marcador de PM conocido previa tinción con el 
colorante bromuro de etidio y observación a la luz ultravioleta. Los resultados fueron 
documentados y archivados en forma de fotografías digitalizadas de dichos geles.  
La interpretación del resultado de la RT-PCR fue cuidadosamente realizada. Todos los 
resultados positivos con el primer par de primers fueron confirmados con una segunda 
reacción de PCR utilizando un par de oligonucleótidos alternativos. Esta reacción 
confirmatoria del primer resultado aseguró que el resultado obtenido fuese 
verdaderamente positivo y no se tratase de una contaminación, evento posible en 
técnicas de tan alta sensibilidad como la RT-PCR. Cabe destacar que fue necesario 
conocer en detalle tanto la ubicación de los puntos de ruptura más frecuentes de los 
genes analizados como la ubicación de los primers utilizados y la existencia de posibles 
fenómenos de corte y empalme (splicing) alternativo, con el fin de interpretar 
correctamente el peso molecular y patrón de bandas obtenidos y optimizar la detección 
de bandas inespecíficas para evitar resultados falsos positivos.  
 




SECUENCIACIÓN DE PRODUCTOS DE PCR 
Las bandas del producto de PCR obtenidas fueron escindidas del gel de agarosa, eluídas 
con un volumen de agua destilada proporcional a su intensidad (45-50µl), incubadas a 
70ºC durante 1 hora y luego guardadas a temperatura ambiente hasta el día siguiente. 
Esta muestra (eluato) se utilizó para la reacción de secuenciación con 
dideoxinucleótidos marcados con fluorocromos y los primers correspondientes. El 
protocolo de secuenciación utilizado fue el siguiente: 
 
Reactivo Volumen (µl) 
Big Dye Sequencing Buffer 5X 1,75 
Reaction Premix 2,5X 0,5 
Primer 1µM 1 
ADN (eluato) 5 
H2O 0,25 
 
Las condiciones de ciclado fueron: una desnaturalización inicial de 5 min a 95 ºC, 
seguida de 30 ciclos de 30 seg a 95 ºC, 10 seg a 55 ºC y 1 min a 60 ºC, utilizando una 
velocidad de rampa lenta. 
Una vez culminada la reacción de secuenciación se precipitaron los productos obtenidos 
de la siguiente manera. Se le agregó a cada tubo 2,5µl de EDTA 125 mM y 30 µl de 
etanol absoluto frio. Se dejó reposar 15 minutos a temperatura ambiente y se los 
centrifugó durante 20 minutos a 13.000 r.p.m. Una vez finalizada la centrifugación se 
descartó el sobrenadante aspirando con pipeta o con vacío y se lavó el precipitado con 
250µl de etanol al 70% recién preparado centrifugándolo a 13.000 r.p.m. durante 10 




minutos. Se eliminó el sobrenadante de la misma manera que la vez anterior y se dejó 
secar al aire durante 5-10 minutos antes de ser inyectadas en el analizador genético.  
 
3.1.8. LDI-PCR: ESTUDIO DE LOS REARREGLOS DE MLL A NIVEL 
GENÓMICO  
EXTRACCIÓN DE ADN PARA ESTUDIOS MOLECULARES 
La extracción de ADN genómico de 107 células mononucleares se realizó por extracción 
con columnas de afinidad con el fin de garantizar la calidad necesaria para la realización 
de las subsecuentes reacciones de PCR, muy sensible a la presencia de inhibidores. La 
concentración de ADN fue medida por espectrofotometría (Absorbancia a 260 nm), 
evaluando el grado de pureza a través de la relación de Absorbancia 260/280 (mayor a 
1,8). 
 
CONTROL DE INTEGRIDAD DE ADN 
Para comprobar la integridad de las muestras y la ausencia de posibles inhibidores de 
reacción para LDI-PCR se amplificó un segmento de 7,7 kb utilizando los 
oligonucleótidos B-Y (Tabla 5).  
 
3.1.9. CARACTERIZACIÓN DE LOS REARREGLOS DEL GEN MLL POR 
LDI-PCR  
La técnica de LDI-PCR, es una técnica compleja y laboriosa que utiliza ADN genómico 
para la detección de la gran mayoría de los rearreglos del gen MLL, permitiendo 
detectar al compañero de fusión del mismo, ya sea este gen de fusión conocido o 
desconocido. 




A continuación se describen los pasos seguidos para la puesta a punto de esta técnica, 
que constituyen uno de los principales resultados de este trabajo de tesis, ya que la 
misma fue desarrollada y puesta a punto durante el desarrollo del mismo. 
Esta técnica se basa en la digestión de pequeñas cantidades da ADN genómico con 
enzimas de restricción que generen fragmentos lineales de ADN con extremos 
cohesivos. Las enzimas utilizadas deber tener sitios de restricción que flanqueen la zona 
del bcr del gen MLL, la cual está involucrada en las traslocaciones. De esta manera se 
originan productos lineales de ADN con extremos cohesivos, muchos de los cuales 
contienen la secuencia de fusión entre el gen MLL y el compañero de fusión. Estos 
productos son luego ligados in vitro en condiciones de dilución tal que favorezcan la 
autoligación de ambos extremos del mismo fragmento para formar ADN circulares, que 
luego son utilizados para amplificar por PCR con primers ubicados en MLL que 
amplifican en ambos sentidos, comprendiendo entre ellos la secuencia del gen 
desconocido. Finalmente, el producto obtenido es secuenciado para definir la identidad 















Figura 16. Resumen de la técnica LDI-PCR para la detección de rearreglos del gen MLL. 
A. 
 




(Adaptado de Schneider et al., 2011) 
R: sitio de restricción; BP: secuencia de fusión; REV: primer reverse; FW: primer forward 
(A) se muestra la serie de pasos realizados para obtener el templado para la reacción de LDI-PCR. MLL 
se esquematiza en negro y el gen compañero de fusión desconocido en celeste. 
(B) se muestra la el resultado del proceso de digestión y ligación de dos alelos germinales de MLL con la 
ubicación y sentido de los primers más externos utilizados en la amplificación.  
(C) se muestra la el resultado del proceso de digestión y ligación de un alelo germinal de MLL y otro 
rearreglado. Obsérvese en el ejemplo la aparición de un nuevo sitio de restricción aportado por el 
compañero de fusión, algunas veces este nuevo sitio de restricción se encuentra ubicado más cerca de la 
secuencia de fusión mientras que otras se ubica más lejos, motivo por el cual en ocasiones se debe usar 
más de una enzima u otra diferente a fin de obtener amplicones de tamaño amplificable. En nuestro caso 
se utilizó como primera enzima BamHI y como segunda BglII.  




Las enzimas de restricción utilizadas en el presente trabajo de tesis fueron BamHI en 
primer lugar, BglII en algunas ocasiones, donde los sitios de restricción en MLL y de su 
compañero de fusión resultaban en un producto de muy alto PM que no podía ser 
amplificado por LDI-PCR debido a limitaciones específicas de la técnica (ver 
explicación Figura 16).  
A continuación se muestra más detalladamente la diferencia del bcr gen MLL en estado 
germinal y mismo cuando se encuentra traslocado con un compañero de fusión, donde 
se ve claramente el cambio de los sitios de restricción en ambos estados y la presencia 




Figura 17. Comparación del bcr de MLL en estado germinal y traslocado evidenciando el cambio en los 
sitios de restricción. El bcr de MLL germinal se encuentra flanqueado por sitios de restricción de BamHI 
(R). 
 
La enzima BamHI reconoce específicamente y corta la secuencia de ADN blanco que se 
muestra a continuación 
 
Sitio de reconocimiento Resultado del corte 
5' GGATCC 
3' CCTAGG 
5' G GATCC 
3' CCTAG G 
MLL germinal 
MLL  traslocado 




Mientras que La enzima BglII reconoce específicamente y corta la siguiente secuencias 
de ADN  
Sitio de reconocimiento Resultado del corte 
5' AGATCT 
3' TCTAGA 
5' A GATCT 
3' TCTAG A 
 
La reacción de digestión se realizó de acuerdo con los procedimientos recomendados 
por el fabricante. El protocolo de digestión utilizado para ambas enzimas fue el 
siguiente, realizado por duplicado: 
 
Reactivo Volumen (µl) 
Buffer 10x 5 
Enz. Restricción 2 
ADNg x (equivalente a 1µg) 
H2O csp 50 
Nota. csp: cantidad suficiente para 
 
La mezcla de reacción se incubó 4 hs a 37 ºC. Posteriormente se inactivó a 80 ºC 
durante 20 minutos. 
Una vez obtenidos los fragmentos digeridos se juntaron los duplicados para obtener un 
volumen de 100 µl y se procedió a la purificación utilizando el método del fenol-
cloroformo-isoamílico (25:24:1). 
Los pasos seguidos para la purificación de los fragmentos digeridos fueron los 
siguientes:  




A los 100 µl del digerido se le agregó 50 µl de agua destilada para obtener una solución 
final de 150 µl (Sc. A) en un tubo eppendorf. Luego a esa solución se le agregó 150 µl 
de una solución fenol-cloroformo-isoamílico preparada mezclando 75 µl de fenol pH 
8,0 con 75 µl de cloroformo-isoamílico (24:1) fria. Se agitó enérgicamente invirtiendo el 
eppendorf cabeza-cola y se centrifugó durante 5 minutos a 13.000 rpm. Luego de la 
centrifugación se obtuvieron dos fases, una orgánica ubicada en la base del eppendorf y 
otra acuosa ubicada en la parte superior conteniendo al ADN. Con una pipeta de 20-200 
µl se extrajo la fase acuosa muy cuidadosamente sin tocar la fase orgánica y se la colocó 
en otro eppendorf rotulado como ep2. A esta fase acuosa recién extraída se le agregó 
150 µl de una solución cloroformo-isoamílico (24:1) fría y se agitó enérgicamente 
invirtiendo el eppendorf cabeza-cola. Seguidamente se centrifugó durante 5 minutos a 
13.000 rpm obteniéndose nuevamente las dos fases. Se separó la fase superior (acuosa) 
en otro tubo eppendorf rotulado como ep3 y se midió el volumen recuperado con una 
pipeta de 20-200 µl. Luego de medir el volumen recuperado se le agregó igual cantidad 
de una solución 3M de Cloruro de sodio y se lo agitó empleando un vórtex. A esta 
solución (Sc. B) es a la que se le agregó 2 veces el volumen de la misma de etanol 
absoluto frio, es decir se le agregó una cantidad de etanol igual a la suma del volumen 
de la fase acuosa más el volumen de cloruro de sodio agregado. Se lo dejó reposar 
durante toda la noche (overnight) a -20 ºC. 
Al dia siguiente se centrifugó la solucion durante 15 minutos a 13.200 rpm y se descartó 
el sobrenadante. Se dejó secar el precipitado, para finalmente disolverlo en 30 µl de 
buffer tris-EDTA (T.E). 
 
 




 Resumen del protocolo de purificación de los fragmentos digeridos: 
1. 100 µl ADN digerido + 50 µl H2O Sc. A (150 µl) 
2. 150 µl Sc. A + 150 µl fenol-CIA (75 µl fenol pH 8.0 + 75 µl CIA) ---Agitar cabeza cola 
enérgicamente y centrifugar 5 minutos a 13.000 rpm 
3. Fase Acuosa + 150 µl CIA ----- Agitar cabeza-cola enérgicamente y centrifugar 5 
minutos a 13.000 rpm 
4. Fase Acuosa (x µl) + Nacl 3M (x µl) + agitación mediante vórtex  Sc. B 
5. Sc. B + 2x µl EtOH abs.  
6. -20 ºC overnight 
7. 15 minutos a 13.200 rpm 
8. Descartar el sobrenadante y dejar secar el precipitado resultante 
9. Disolver el ADN en 30 µl de buffer T.E. 
Nota. A: solución resultante llamada A; B: solución resultante llamada B; F.A: fase acuosa; 
CIA: cloroformo-isoamilico (24:1); Buffer T.E: Tris 10mM-EDTA 1mM; EtOH abs: etanol 
absoluto frio. F.A. (x µl): volumen de Fase Acuosa recuperado cuyo volumen se utilizará como 
referencia para los siguientes pasos. Cuando se habla de solucion cloroformo-isoamilico fria, 
utilizada sacada de la heladera. 
 
Una vez purificado el ADN se dejó hidratar en el buffer T.E. a temperatura ambiente 
durante aproximadamente 2 horas, mezclando a intervalos de 15 minutos, y se midió la 
concentración en espectrofotómetro. 
Luego de ser cuantificados, los fragmentos digeridos y purificados se ligaron con la 
enzima T4 DNA ligasa. Dicha enzima cataliza la formación de enlaces fosfodiéster 
entre el fosfato 5' y el hidroxilo 3' de los extremos cohesivos. Esta reacción se realizó en 




condiciones de máxima dilución a fin de favorecer la autoligación de los fragmentos y 
disminuir la probabilidad de interacción de los diferentes fragmentos lineales entre si. 
Para la reacción de ligación se siguieron los pasos detallados por el fabricante. El 
protocolo de ligación fue el siguiente: 
 
Reactivo Volumen (µl) 
Buffer 10x 10 
Enz T4 DNA ligasa 1 
ADN digerido x (2µg) 
H2O csp 80 
Nota. csp: cantidad suficiente para 
 
 
La mezcla de reacción se incubó overnight a 16ºC, y se inactivó a 65ºC durante 10 
minutos. 
Una vez inactivado el producto de ligación se procedió a agregarle 20 µl de agua 
destilada para llevarlo a 100 µl y se purificó mediante extracción con solventes 
orgánicos, utilizando el método del fenol-cloroformo-isoamílico (25:24:1) siguiendo el 
mismo protocolo que para la purificación del producto digerido salvo con la 
modificación de volúmenes mostrada en el siguiente resumen. 
 
Resumen del protocolo de purificación de los fragmentos ligados: 
1. 100 µl ADN ligado + 200 µl H2O   Sc. A (300 µl) 
2. 300 µl A + 300 µl fenol-CIA (150 µl fenol PH8 + 150 µl CIA) – Centrifugar 5 minutos 
a 13.000 rpm 
3. Fase Acuosa + 300 µl CIA. Agitar cabeza-cola energicamente y centrifugar 5 minutos a 
13.000 rpm 




4. Fase Acuosa (x µl) + Nacl 3M (x µl) + vórtex  Sc. B 
5. Sc. B + 2x µlEtOH abs. 
6. -20 ºC overnight 
7. 15 minutos a 13.200 rpm 
8. Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet resultante 
9. Disolver el ADN en 30 µl de Buffer T.E 
Nota. A: solución resultante llamada A; : solución resultante llamada B; F.A: fase acuosa; CIA: 
cloroformo-isoamílico (24:1). T.E: Tris-EDTA; EtOH abs: etanol absoluto frio. F.A. (x µl): 
volumen recuperado al que hay que agregarle el mismo volumen de Nacl 3M. 
Una vez purificado el ADN se dejó hidratar en el buffer T.E. a temperatura ambiente 
durante aproximadamente 2 horas, mezclando a intervalos de 15 minutos. Este producto 
purificado fue utilizado como templado en la realización de la LDI-PCR.  
Para la realización de la LDI-PCR se utilizaron varias combinaciones de 
oligonucleótidos que reconocen la secuencia de MLL cercana al bcr (Figuras 18, 19 y 
20). El diseño de los primers Y, A y B específicos de MLL, se realizó en base a la 
secuencia del gen (Nº de Acceso de GenBank AJ235379), mientras que los restantes han 
sido descriptos previamente por Meyer (Meyer et al., 2005). El primer Y fue 
confeccionado junto con el primer B para ser empleados como control de integridad del 
amplicón. El primer B se confeccionó con una ubicación más interna que el publicado 
por Meyer. En el caso del primer D, éste se modificó en una base respecto de la 
publicada por Meyer debido a que la secuencia del mismo no coincidía con la secuencia 
de MLL. El total de oligonucleótidos utilizados para las reacciones de LDI-PCR se 
muestran en la Figura 18. Las diferentes combinaciones utilizadas para la detección de 




rearreglo en forma directa (5´-3´) se muestran en la Figura 19 y 20, mientras que las 
secuencias se detallan en la Tabla 5. 
 
 
Figura 18. Representación del bcr del gen MLL en estado germinal. En el esquema se muestra el bcr del 
gen flanqueado por ambos sitios de restricción para la enzima BamHI y los diferentes primers utilizados 
mostrando la orientación de los mismos. A,B,C,D,E e Y se usaron para la detección del derivado de MLL 




Figura 19. Representación simple del bcr del gen MLL en estado germinal luego del proceso de digestión 
y ligación. En el esquema sólo se observa un sitio de restricción para BamHI, ya que fue digerido y 
ligado. Se muestra también la ubicación de los primers y sentido para la detección del derivado de MLL 
















Figura 20. Representación a escala del bcr del gen MLL en estado germinal luego del proceso de 
digestión y ligación. Obsérvese la ubicación y el sentido de los primers utilizados para la caracterización 
















Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de LDI-PCR. 
Primer Secuencia 5' --> 3' Sitio de unión 
Y GTCCCAGGCACTCAGGGTGATAGCTGTTTCGG MLL ex13 
A GACATTCCCTTCTTCACTCTTTTCCTC MLL ex8 
B  GAAGGAATTGCTGAACCACAAGTACTAACA MLL int 8 (395)* 
C CCCACATGTTCTAGCCTAGGAATCTGC MLL int 9 (1.186)* 
D ATCCTGAATAAATGGGGACTTTCTGTTGGTGG MLL int 11 (665)* 
E CTCTTTTCCGTCTTAATACAGTGCTTTGCACC MLL int 11 (2.308)* 
G CATCTCCCACACATTTTCTGCTTCACAATCC MLL ex11 
H CACTCAGTGATATGTCATGGACATCTTTCC MLL int 11 (1.329)* 
I GCAAAGCACTGTATTAAGACGGAAAAGAGG MLL int 11 (2.308)* 
K CAAAACTTGTGGAAGGGCTCACAACAGACTTGG MLL ex12 
L GTGTAATAAGTGCCGAAACAGCTATCACCCTG MLL ex13 














El protocolo de LDI-PCR se basó en lo especificado por el fabricante del equipo para 
PCR de larga distancia, en un volumen final de 25 µl. 
 
Reactivo Volumen (µl) 
Buffer 3 2,5 
dNTPs 2,5 mM (c/u) 5 
H2O 9,15 
Primer fw (10 µM) 1,5 
Primer rev (10 µM) 1,5 
Enz Long Taq 0,35 
ADN templado 5 
 
 
Como enfoque inicial, se  realizaron 4 reacciones de LDI-PCR en las siguientes 
combinaciones: A-B, A-C, A-D y A-E, además de una reacción que sirve como control 
interno positivo utilizando los oligonucleótidos B-Y que amplifican un fragmento de 7,7 
kb de la región bcr del alelo normal del gen MLL. 
Para la detección del gen de fusión recíproco se utilizaron las siguientes combinaciones 
de primers: L-G, L-H, L-I y L-K (Figura 18). 
El programa de ciclado fue el siguiente: Una desnaturalización inicial a 93°C durante 3 
minutos, seguida de 10 ciclos de 15 segundos de desnaturalización a 94°C, 30 segundos 
de hibridación de primers a 67°C, 10 minutos de extensión a 68°C. Luego se realizaron 
25 ciclos de 15 segundos de desnaturalización a 93°C, 30 segundos de hibridación de 
primers a 67°C, 10 minutos de extensión a 68°C con un incremento de tiempo de 15 
segundos por ciclo y finalmente una elongación final de 20 minutos a 68°C. 
Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, 
coloreados con bromuro de etidio y visualizados a la luz UV. Conociendo la secuencia 




del gen normal, los sitios de corte de BamHI, y la ubicación de los primers utilizados 
fue posible predecir el tamaño de los productos correspondientes al gen en su estado 
germinal (Tabla 6). Cuando el gen se encuentra en estado germinal se obtienen las 
bandas esperadas representadas en la Figura 21.  
 
 
Figura 21. Ejemplo de una corrida electroforética del producto de LDI-PCR de MLL germinal  
(Adaptado de Meyer et al., 2005). 
 
 
Tabla 6. Peso Molecular de las bandas germinales esperadas cuando se amplifican con los 
diferentes juegos de primers en las reacciones de LDI-PCR. 
 






   
Por otro lado, cuando el gen MLL se encuentra rearreglado con un compañero de fusión, 
se obtienen bandas adicionales diferentes a las germinales, mostradas en la Figura 22. 





Figura 22. Ejemplo de una corrida electroforética del producto de LDI-PCR de MLL germinal y 
traslocado (adaptado de Meyer et al., 2005). 
 
 
Las bandas de PM diferentes a la banda germinal de MLL fueron escindidas del gel, 
purificadas mediante columnas de purificación siguiendo los pasos detallados por el 
fabricante. Una vez purificadas, las bandas fueron secuenciadas directamente utilizando 
diferentes oligonucleótidos. Se comenzó a secuenciar con el oligonucleótido MLL-A y 
según las secuencias obtenidas se continuó con otros oligonucleótidos según 
conveniencia, ubicados en diferentes posiciones sobre el gen MLL hasta lograr 
secuenciar la zona de fusión. 
Una vez obtenida la secuencia fue posible identificar la identidad del compañero de 
fusión realizando alineamiento de la misma con secuencias de referencia mediante el 
programa BLAST de libre acceso en el sitio de Internet 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.  




El protocolo de secuenciación y el programa de ciclado utilizados para la reacción de 
secuenciación fueron optimizados para los productos obtenidos. Esto es debido a que el 
amplicón de una reacción de LDI-PCR puede extenderse de 1 a 12 kb o incluso más, lo 
que dificulta notablemente la obtención de una adecuada secuenciación. El protocolo 
utilizado para secuencias largas fue el siguiente: 
  
Reactivo Volumen (µl) 
Big Dye Sequencing Buffer 5X 2 
Reaction Premix 2,5X 1 
Primer 1µM 1 
ADN (eluato) 6 
 
Las condiciones de ciclado para secuencias largas fueron: una desnaturalización inicial 
de 5 min a 95 ºC, seguida de 30 ciclos de 30 seg a 95 ºC, 5 seg a 55 ºC y 1 min a 60 ºC, 
utilizando una velocidad de rampa lenta. 
 
3.1.10. CARACTERIZACIÓN DE LOS REARREGLOS DE LOS GENES DE 
Ig/TCR  
Las determinaciones por PCR de rearreglos de Ig y TCR incluyeron: IgH, cadenas 
livianas kappa TCRG, TCRB, y TCRD, respectivamente. Los primers y protocolos 
utilizados han sido estandarizados por el grupo cooperativo europeo Biomed-2 (van 
Dongen et al., 2003) y son altamente reproducibles. En primer lugar se amplificaron 
fragmentos de las Ig y/o TCR utilizando primers específicos que reconocen los distintos 
segmentos de los genes a estudiar, para demostrar la presencia de rearreglos clonales de 
los mismos. Este estudio consta de 15 reacciones de PCR multiplex, es decir con 
múltiples primers dirigidos a los diferentes segmentos o familia de segmentos de los 




genes de Ig y TCR, equivalentes a la realización de 417 reacciones de PCR monoplex 
(Tabla 7). 
 
Tabla 7. Combinaciones de primers utilizados para la caracterización de Ig/TCR. 
Gen 15 PCR multiplex 
n° de primers 
forward 
n° de primers 
reverse 












1 JH consenso 
1 JH consenso 
1 JH consenso 
1 JH consenso 







IG κ 6 V κ 2 J κ 12 
V κ- κ de 6 V κ, J-C (intr) 1 κ de 7 
IG λ IG λ 2 V λ 2 J λ 2 
TCR D 
TCR D-A 6 V d, 1 D d2 4 J d, 1 D d3 35 
TCR D-B 1 D d2 1 D d3 1 
TCR G 
TCR G-A 2 V gA 2 J g 4 
TCR G-B 2 V gB 2 J g 4 
TCR B 
TCR B-A 23 Vb 9 J bA 207 
TCR B-B 23 Vb 4 J bB 92 
Db-Jb 2 Db 9 J bA, 4 J bB 26 
 
En todas las reacciones se utilizaron los controles correspondientes: ADN de controles 
positivos ya caracterizados, ADN de pacientes normales (controles negativos) y agua 
como blanco de amplificación. 
 
DETECCIÓN DE CLONALIDAD 
El producto de PCR se sometió al proceso de heterodúplex, que consiste en un 
calentamiento a 94ºC con posterior enfriamiento a 4ºC durante por lo menos 1 hora. 
Mediante el calentamiento se separan las hebras de la doble cadena de ADN y, 




durante el enfriamiento lento, se re-hibridan por homología de secuencia. En caso de 
existir una población monoclonal, las hebras de ADN iguales forman lo que se 
denomina homodúplex. El análisis de los resultados se realizó por electroforesis del 
producto de PCR en gel de poliacrilamida al 6% y observación bajo luz ultravioleta 
previa tinción con bromuro de etidio. Aquellos pacientes que tuvieron resultado 
positivo presentaron una banda de producto de PCR definida e intensa 
correspondiente al rearreglo clonal, mientras que las muestras negativas no 
presentaron una banda definida.  
 
SECUENCIACIÓN DEL PRODUCTO DE PCR  
Las bandas de homodúplex de producto de PCR obtenidas en el gel de poliacrilamida 
fueron escindidas y eluídas con un volumen de agua destilada proporcional a su 
intensidad (45-50µl), se las incubó a 64ºC durante 1 hora. Se siguieron los mismos 
pasos que para la secuenciación de los productos de RT-PCR.  
 
ANÁLISIS Y CARACTERIZACIÓN DE LOS REARREGLOS DE Ig/TCR 
Para la correcta caracterización de los rearreglos, las secuencias obtenidas fueron 
analizadas utilizando los programas de alineamiento de secuencias IMGT/V-quest 
(http://www.imgt.org/IMGT_vquest/share/textes/) e IgBlast 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/), de acceso libre a través de Internet. Mediante 
estos programas fue posible identificar las secuencias específicas de los segmentos V, 
(D), J, correspondientes a todos los rearreglos de cada paciente. 
 
 




3.1.11. DETERMINACIÓN DE LA EMR MEDIANTE REARREGLOS DE 
MLL  
DISEÑO DE PRIMERS PACIENTE-ESPECÍFICOS 
Una vez conocidas las secuencias de fusión de los rearreglos de MLL a nivel 
genómico mediante la técnica LDI-PCR, se procedió a diseñar los primers que 
reconozcan en forma específica la zona de fusión involucrada en cada rearreglo. El 
diseño de los PPE se realizó utilizando el software Vector NTI advance™ 10. Los 
PPE debieron cumplir las siguientes características: 
1. El amplicón que debían flanquear debía estar comprendido entre 100 y 250 pb. 
2. Tener una temperatura de annealing cercana a 65 °C. 
3. El porcentaje de C/G no debía superar el 65-70%. 
4. Ausencia de formación de dímeros estables 
5. Ausencia de formación de estructuras secundarias estables 
6. Su secuencia, cuando fuera posible, no debía tener más de tres G seguidas 
7. La secuencia de su extremo 3´ no debía tener más de 5 G o C. 
8. Evitar que su extremo 3´ se superponga en 5 o 6 nucleótidos con la secuencia 
germinal. 
Una vez diseñados los PPE se ensayaron en la muestra de ADN al momento del 
diagnóstico a fin de evaluar la especificidad de cada par a través de una reacción de 
PCR y corrida en gel de agarosa al 1,8%. Para realizar este ensayo además del tubo 
de muestra de cada caso, se utilizó un tubo de reacción que contenía un pool de ADN 
y el juego de PPE correspondiente para cada paciente. En todos los casos de los tubos 
de muestra se obtuvo una banda con el PM esperado, el cual fue calculado a partir 
del amplicón amplificado con los correspondientes juegos de PPE. Las bandas fueron 
escindidas del gel, eluídas como con agua destilada y posteriormente secuenciadas. 




CUANTIFICACIÓN DE LA EMR POR RQ-PCR 
La cuantificación se realizó a través de RQ-PCR utilizando sybergreen y los PPE 
correspondientes a cada paciente. Se analizaron las muestras correspondientes a los 
tiempos de seguimiento ya establecidos, realizando su cuantificación relativa a la 
cantidad de enfermedad presente al momento del diagnóstico. 
Para ello se realizó una curva estándar a partir de la muestra de ADN del momento 
del diagnóstico para cada rearreglo de cada paciente a analizar, realizando diluciones 
seriadas con ADN de células mononucleares normales. Se incluyeron además 
controles negativos preparados con un pool de ADN normal (buffy), realizados por 
sextuplicados y un control sin templado (CST) realizado por duplicado.   
Debido a que el sistema de detección basado en SYBR Green no es específico para 
los productos de PCR, se realizó una curva de fusión (melting) para evaluar la 
especificidad de los productos.  
Con respecto a la expresión de los datos de EMR, los mismos se expresaron en 
relación a la muestra del diagnóstico, como porcentaje de la enfermedad inicial, 
normalizando los resultados con la cuantificación del gen control albúmina. 
Para evaluar la calidad y amplificabilidad del ADN de las muestras, se realizó la RQ-
PCR para el gen control, considerando que los valores de CT obtenidos deberían ser 
menores o iguales a 30 para que el ADN sea considerado adecuado para el análisis. 
 




3.2. ESTUDIO DE LAS MUTACIONES DEL GEN FLT3 
Los 2 tipos de mutaciones más frecuentes de FLT3 se estudiaron a partir de ADN copia 
que se realiza como parte necesaria del diagnóstico molecular de las leucemias para el 
estudio de las traslocaciones más frecuentes por RT-PCR.  
 
DETECCIÓN DE FLT3-ITD 
Se realizó por amplificación mediante PCR de los exones 14 y 15 del gen que abarcan 
los dominios transmembrana y juxtamembrana de FLT3, utilizando 1µl de ADNc y los 
primers R5: 5’-TGTCGAGCAGTACTCTAAACA-3’ (forward) y R6: 5’-
ATCCTAGTACCTTCCCAAACTC-3’ (reverse), en las condiciones descriptas en la 
literatura (Nakao et al., 1996). La presencia de duplicaciones internas se analizó 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 9% y visualización a la luz UV 
previa tinción con bromuro de etidio. El PM de la banda correspondiente al alelo normal 
es de 366 pb; toda banda de mayor PM que el esperado fue escindida del gel, eluída con 
agua y secuenciada utilizando los mismos protocolos y condiciones que para la 
secuenciación de los productos de RT-PCR. 
 
DETECCIÓN DE FLT3-TKD 
Se realizó amplificando por PCR el exón 20 del gen FLT3 con los primers 17F: 5’-
CGCCAGGAACGTGCTTGT-3’ (forward) y 17R: 5’-
CATTGCCCCTGACAACATAGT-3’ (Reverse), similares a los ya publicados 
(Yamamoto et al., 2001), y posterior digestión del producto obtenido con la enzima de 
restricción EcoRV, que reconoce como sitio de corte a la secuencia normal 
correspondiente a los codones 835-836 de FLT3 (GATATC). El producto de PCR 




tratado con EcoRV se sometió a electroforesis en gel de poliacrilamida al 9%, 
observándose la presencia de dos bandas de 67 y 37 pb correspondientes a la digestión 
del producto de PCR del alelo normal y/o una única banda de 104 pb correspondiente al 
alelo mutado sin digerir. 
Las bandas del gel diferentes a las esperadas para el alelo normal fueron escindidas, 
purificadas y secuenciadas en forma bidireccional con los procedimientos y protocolos 
anteriormente desarrollados. 
 
3.3. ESTUDIO DE LAS MUTACIONES DEL GEN GATA-1 
El Exón 2 del gen GATA-1 y las secuencias intrónicas flanqueantes fueron amplificados 
mediante una reacción de PCR utilizando los primers: GATA-Fw: 5´-
GGATTTCTGTGTCTGAGGAC-3´ (forward) y GATA-Rv: 5´- 
TCTGACCTAGCCAAGGATCT-3´ (reverse). Las condiciones de ciclado fueron: una 
desnaturalización inicial de 3 min a 95 ºC, 35 ciclos de 45 seg a 95 ºC, 45 seg a 56 ºC y 
45 seg a 72 ºC, con una extensión final de 10 min a 72 ºC.  
Una vez amplificados, los productos de PCR fueron sometidos al proceso de 
heterodúplex, posteriormente separados en gel de poliacrilamida al 6% y revelados con 
bromuro de etidio. Las bandas del gel fueron escindidas, purificadas y secuenciadas en 
forma bidireccional.  
La predicción de las consecuencias a nivel proteico de las diferentes mutaciones del gen 



















4.1. MODIFICACIONES EN LA TÉCNICA LDI-PCR PARA LA PUESTA A 
PUNTO 
Para la caracterización de los rearreglos de MLL en LAI fue necesaria la puesta a punto 
de la técnica LDI-PCR. Durante esta etapa se establecieron todos los pasos del 
protocolo para llevar a cabo la caracterización de los rearreglos de MLL.  
Como primer paso, se determinó  el volumen óptimo de ligación con el cual se obtiene 
la mejor calidad y cantidad de templado para la realización de la LDI-PCR, intentando 
favorecer la autoligación de los fragmentos de ADN digeridos con la enzima de 
restricción frente a la ligación entre diferentes fragmentos. El volumen de ligación 
utilizado para 1 ug de ADN digerido según las publicaciones internacionales van desde 
50-80 µl (Meyer et al., 2005; Meyer y Marschalek, 2009; Schneider et al., 2011). En 
este trabajo de tesis, 2 µg del ADN digerido fueron ligados en volúmenes variables, 
entre 50 y 250 µl. Se determinó que el volumen final óptimo fue de 80 µl. En los 
volúmenes menores a 80 µl se obtuvo en todos los casos mucha inespecificidad 
evidenciada por la presencia de un chorreado en el gel de agarosa al 0,8%, mientras que 
con volúmenes superiores no se obtuvo amplificación. 
A pesar de que en la bibliografía podemos encontrar que no es necesaria una 
purificación posterior al paso de ligación y previo a la LDI-PCR propiamente dicha, se 
concluyó que es necesario realizarla debido a la probable presencia de moléculas que 
actúan como inhibidores de la PCR en el buffer de ligación comercial. 
En la descripción de la técnica publicada por Meyer en 2005 se describen dos primers 
para amplificar un segmento de MLL como control de integridad y amplificabilidad de 
la muestra. Cuando se realizaron los experimentos utilizando este juego de primers 




siempre se obtuvo un “chorreado” en el gel de agarosa. Ante la imposibilidad de obtener 
un gen control de aproximadamente 8 kb se solucionó con el diseño de 2 primers 
alternativos (B-Y) que reconocen secuencias específicas de MLL y que amplifican una 
secuencia de 8,3 kb. 
Durante la puesta a punto utilizando los primers A-D, no se logró obtener amplificación 
de los segmentos en ningún caso de los ensayados. Si bien este fragmento de 4,7 kb no 
puede ser amplificado por PCR convencional, no debería tenerse ningún problema 
utilizando LDI-PCR, ya que se obtenía el gen control. Esta imposibilidad llevó a evaluar 
en detalle el amplicón, el juego de primers utilizado y el ciclado a fin de encontrar la 
causa. Se detectó una diferencia de un nucleótido entre la secuencia publicada del 
primer D con respecto a la secuencia del gen MLL. Para evaluar si esta pequeña 
diferencia podría ser la causa, se diseñó un nuevo primer D con la secuencia 
complementaria correcta. Al ser ensayado en combinación con el primer A, se logró 
amplificar el segmento A-D del alelo germinal en todos los casos ensayados, 
confirmando la causa de la ausencia de la amplificación. 
 
4.2. LEUCEMIAS CON REARREGLOS DEL GEN MLL  
4.2.1. CARACTERIZACIÓN DE LOS PACIENTES Y RESPUESTA AL 
TRATAMIENTO 
Las características clínicas y hematológicas de los 34 pacientes analizados, y que 
resultaron positivos para la detección de los rearreglos de MLL por LDI-PCR, se 
muestran en la Tabla 8. La distribución según el sexo de los pacientes fue 20 mujeres y 
14 varones. Se observó compromiso extramedular en 14 casos (41%). La media del 




recuento de leucocitos fue 190.100 (rango: 2.100-760.000)/mm3, observándose 
hiperleucocitosis (>100.000/mm3) en 53% de los casos. 
Los diagnósticos fueron: 20 casos de LLA, 12 casos de LMA y 2 casos de leucemia 
aguda de linaje ambiguo (LALA). Los subtipos de LLA clasificados de acuerdo con el 
estadío madurativo del EGIL (Bené et al., 1995) de los blastos se muestran en la Tabla 
9, correspondiendo el 50% de los casos a LLA de estadío Pro-B. Todos los casos de 
LMA correspondieron al subtipo monoblásica (FAB-M5), mientras que los dos casos de 
LALA mostraron compromiso del linaje mieloide con coexpresión de marcadores de 
linaje B. El paciente del caso #21 fue tratado con el protocolo de LMA, basado en que 
la población predominante de blastos correspondía a este linaje, mientras que el 
paciente del caso #18 fue tratado como tratamiento de primera línea con el protocolo de 
LA de infantes (Interfant), y luego presentó un cambio de linaje a LMA-M5 por lo que 
el tratamiento fue reemplazado por el de LMA.  
En lo referido al análisis de respuesta al tratamiento de los pacientes, 31 (91%) 
pacientes alcanzaron la remisión completa (RC), mientras que 2 (6%) pacientes 
fallecieron durante la fase de inducción debido a complicaciones infecciosas 
secundarias a la mielosupresión derivada de la enfermedad y del tratamiento 
administrado. Un paciente con diagnóstico de LLA-T no respondió a la terapia de 
inducción inicialmente administrada, sin embargo, se alcanzó la remisión completa en 
forma tardía.  
Al momento de elaboración de esta tesis 11 de los 34 pacientes con alteraciones del gen 
MLL por LDI-PCR, se encontraban vivos y en remisión completa, con una mediana de 
seguimiento de 67 (rango: 38-121) meses. Diez de los 11 pacientes se encontraban en 
primera remisión completa y 1 en segunda remisión completa, luego de haber 




presentado una recaída de la enfermedad (la duración de la segunda remisión es de 33 
meses). 
Por otro lado, de los 11 pacientes que permanecen vivos y libres de leucemia, 5 
corresponden a LLA y 6 a LMA. 
Tabla 8. Características clínicas y hematológicas de los 34 pacientes con LA 
estudiados para la detección de rearreglos de MLL. 






HEP ESP COMPROMISO  
EXTRA MEDULAR 
1 3 m F 6,9 9,3 315 No Si Piel 
2 2 m M 550 7,7 30 No No Abdomen/ganglios 
3 3 m M 25 8,0 181 No No No 
4 4 m F 291 6,7 14 Si Si No 
5 9 m M 16 12,3 40 Si No No 
6 3 m F 204 10,0 30 Si Si No 
7 0,1 m F 90 8,0 12 No Si No 
8 8 m M 240 6,0 24 Si Si No 
9 8 m M 11 7,2 104 No Si Piel 
10 4 m F 136 7,7 33 No Si No 
11 4,8 a  M 526 5,0 25 No No No 
12 7 m M 22,8 10,3 10 No No No 
13 5 m F 470 11,0 15 Si Si Renal 
14 4 m F 700 9,9 88 Si Si SNC 
15 2,3 a F 4,1 4,4 213 Si Si No 
16 1 m F 249 9,1 30 No Si Piel 
17 2 m F 300 6,8 10 Si No No 










HEP ESP COMPROMISO  
EXTRA MEDULAR 
18 11 m F 75,8 7,6 42 Si Si No 
19 3 m F 13 5,1 74 Si Si No 
20 3 m F 13,5 6,6 14 Si Si No 
21 0,11 m F 142 6,8 43 Si Si SNC, renal 
22 8 m F 217 6,4 67 Si Si No 
23 11 m F 217 7,4 135 Si Si Piel 
24 3 m M 3,6 10,0 118 Si Si Piel 
25 2,8 a F 3,8 7,9 27 Si Si Renal 
26 2,1 a M 43 8,3 138 Si Si No 
27 3 m F 760 7,8 9 Si Si No 
28 9 m M 2,1 6,3 4 Si Si Testicular 
29 4 m  M 49,4 11,2 44 Si Si No 
30 6 m F 282 4,0 37 Si Si No 
31 6 m F 13,9 4,3 11 Si Si SNC 
32 4 m M 212,6 6,5 51 Si Si No 
33 12 m M 274 6,8 71 Si Si SNC, OC, renal 
34 5 m M 300 7,1 47 Si Si SNC, piel 
M: masculino; F: femenino; a: años; m: meses; WBC: recuentos de glóbulos blancos Hb: hemoglobina; 
Plq: plaquetas; HEP: hepatomegalia; ESP: esplenomegalia; SNC: sistema nervioso central; OC: órbita 
ocular.  
  




Tabla 9. Inmunofenotipo, respuesta al tratamiento y evolución de los 34 pacientes con 




Respuesta a la inducción Evolución (meses) 
1 FAB-M5 RC Recaída (3) 
2 Pro-B RC RCC (+60) 
3 Pro-B RC Muerte en RC (6) 
4 Pre-B RC Recaída (28) 
5 Pro-B RC Recaída (5) 
6 FAB-M5 RC RCC (+108) 
7 Pro-B RC RCC (+121) 
8 Pro-B RC Recaída (12) 
9 B Maduro RC Recaída (21) 
10 FAB-M5 RC Recaída (15) 
11 Pro-B RC RCC (+61) 
12 Pre-B RC RCC (+71) 
13 Pre-B RC Recaída (3) 
14 Pro-B RC Recaída (1) 
15 FAB-M5 RC RCC (+87) 
16 Pre-B RC Recaída (98) 
17 Pro-B RC Recaída (9) 
18 LALA (mieloide + B) RC Recaída (6) 
19 Pre-B RC Muerte en RC (3) 
20 Pro-B RC Muerte en RC (1) 
21 LALA (mieloide + B) RC Cambio de linaje (1) 
22 FAB-M5 RC RCC (+67) 







Respuesta a la inducción Evolución (meses) 
23 FAB-M5 RC RCC (+66) 
24 FAB-M5 RC Muerte en RC (3) 
25 FAB-M5 RC RCC (+57) 
26 T Respuesta nula Muerte en RC (6) 
27 Pre-B RC Recaída (4) 
28 FAB-M5 RC Recaída (11) 
29 Pro-B Muerte en inducción -  
30 FAB-M5 RC RCC (+52) 
31 Pre-B RC Muerte en RC (1) 
32 FAB-M5 RC Recaída (11) 
33 FAB-M5 Muerte en inducción  - 
34 Pre-B RC RCC (+38) 
RC: remisión completa; RCC: remisión completa continua.  
 
4.2.2. ESTUDIO CITOGENÉTICO Y CITOGENÉTICO MOLECULAR 
Los resultados de los estudios de bandeo G realizados por el Laboratorio de Genética se 
muestran en la tabla 10. Este estudio resultó evaluable en 33 de los 34 pacientes 
incluidos en esta cohorte. Se detectaron anomalías de la región 11q23 en 26 casos por 
bandeo G. Las alteraciones detectadas fueron las siguientes: t(4;11)(q21;q23) (n=10); 
t(4;11;10)(q21;q23;q22) (n=1), complementos (11;4)(q23;q21q25) (n=1), 
t(11;19)(q23;p13) (n=2), t(9;11) (p22;q23) (n=1); t(1;11)(q21;q23) (n=3); 
inv(11)(q13q23) (n=1), del(11)(q23) (n=1), t(6;11)(q27;q23) (n=1), t(11;17)(q23;q21) 
(n=1), t(11;22)(q23;q13) (n=1), t(10;11)(p12;q23) (n=1). En dos casos se observó un 




cariotipo complejo, uno mostró alteraciones de las regiones 11q23 y 19p13.3, pero sin la 
típica t(11;19), mientras que el otro caso mostró un cariotipo complejo que involucraba 
las regiones 9p22 y 11q23. 
En tres pacientes se observaron alteraciones que no afectaban la zona 11q23. La 
presencia de cariotipo normal fue observada en 4 casos, mientras que en 1 caso no fue 
posible obtener metafases para su análisis. 
El análisis de los casos mostró que la alteración cromosómica más frecuentemente 
observada fue la t(4;11)(q21;q23). 
El análisis por FISH se pudo realizar en 21 casos y el resultado mostró SPLIT de la 
señal en 19 de los casos analizados, 2 de ellos con cariotipos normales y 2 con cariotipo 
anormal pero que no comprometían a la banda 11q23. De estos últimos casos, uno 
presentaba la t(9;10)(q32;p11.2) y el estudio de FISH reveló una inserción críptica del 
gen 5'MLL en el cromosoma derivado 10. Otro caso mostró la 
t(10;22;11)(p13;q11.2;q13) en el cual el estudio de  FISH reveló rearreglo de MLL con 
señal 5'MLL en 10p12. 
 
  




Tabla 10. Resultados de los estudios citogenéticos y citogenéticos moleculares de los 34 
pacientes con Leucemia Aguda. 
CASO CARIOTIPO SPLIT-FISH 
1 46,XX[20] Positivo 
2 46,XY,t(4;11)(q21;q23)[9]/46,XY[11] No realizado 
3 46,XY,t(4;11;10)(q21;q23;q22),9ph[20] Positivo 
4 46,XX,t(4;11)(q21;q23)[20] No realizado 
5 46 XY,inv(11)(q13q23)[20] Positivo 
6 46,XY,t(1;11)(q21;q23)[20] Positivo 
7 46,XX,t(4;11)(q21;q23)[3]/46,XX[17] No realizado 
8 46,XY,t(4;11)(q21;q23)[14]/46,XY[6] Positivo 
9 46~48,XY,+11,del(11)(q23),add(19)(p13),+mar[cp20] Positivo 
10 46,XX,t(10;22;11)(p13;q11.2;q13)[20] Positivo 
11 46,XY,t(4;11)(q21;q23)[15]/46,XY[5] No realizado 
12 46XY,t(11;22)(q23;q13),add(12)(p12)[6]/47,idem,+X[11]/46,XY[3] Positivo 
13 46,XX,t(11;19)(q23;p13)[20] Positivo 
14 46,XX,t(4;11)(q21;q23)[14]/46,XX[6] Positivo 
15 46,XX,del(1)(q21),add(10)(p11),-11,+mar[6]/46,XX[14] Positivo 
16 46,XX[20] Positivo 
17 46,XX,t(4;11)(q21;q23)[10]/46,XX[10] No realizado 
18 46,XX,t(11;19)(q23;p13)[14]/46,XX[6] No realizado 
19 45,XX,t(4;11)(q21;q23),der(13;21)(q10;q10)[7]/46,XX [13] Positivo 
20 46,XX t(4;11)(q21;q23)[15]/46,XX[5] Positivo 
21 46,XX,ins(11;4)(q23;q21q25)[14]/46,XX[6] No realizado 
22 46,XX,t(1;11)(q21;q23)[20] No realizado 
23 46,XX[20] Positivo 
24 46,XY[20] Negativo 
25 46,XX,t(1;11)(q21;q23)[2]/48,idem,+8,+21[18] No realizado 
26 46,XY,del(11)(q23)[4]/46,XY[11] No realizado 




CASO CARIOTIPO SPLIT-FISH 
27 Sin metafases analizables No realizado 
28 46,XY,t(9;11)(p22;q23)[17]/46,XY[3] No realizado 
29 46,XY,t(4;11)(q21;q23)[16]/46,XY[4] No realizado 
30 46,XX,t(6;11)(q27;q23)[20] Positivo 
31 46,XX,t(11;17)(q23;q21)[4]/46,XX[16] Positivo 
32 46,XY,t(10;11)(p12;q23)[17]/46,XX[3] Positivo 






4.2.3. ESTUDIO DE LOS REARREGLOS MOLECULARES RECURRENTES 
POR RT-PCR 
Mediante la técnica de RT-PCR se detectó la presencia del transcripto de fusión en 31 
(91%) de los 34 casos estudiados, y estos resultados se detallan en la Tabla 11.  
Los transcriptos de fusión recurrentes de MLL encontrados fueron: MLL-AFF1 (n=12), 
MLL-MLLT1 (n=4) y MLL-MLLT3 (n=3). Otros rearreglos fueron investigados 
orientados por los resultados obtenidos mediante LDI-PCR y/o citogenética. Esta 
investigación permitió detectar los siguientes transcriptos de fusión de MLL: MLL-
MLLT10 (n=7), MLL-MLLT11 (n=3), MLL-MLLT4 (n=2), MLL-MLLT6 (n=1) y el 
transcripto novel MLL-BTBD18 (n=1), que no había sido descripto con anterioridad 
(Alonso et al., 2010). En un caso (caso #19) no fue posible detectar la presencia del 
transcripto de fusión esperado MLL-AFF1. 
 
 























1 MLL-MLLT10* ex9-ex8 NEGATIVO - - SVIL-MLL int3 int10 
2 MLL-AFF1 ex9-ex4 MLL-AFF1 int9 int3 - - - 
3 MLL-AFF1 ex11-ex4 MLL-AFF1 int11 int3 - - - 
4 MLL-AFF1 ex10-ex4 MLL-AFF1 int10 int3 - - - 
5 MLL-BTBD18* ex10-ex3 MLL-BTBD18 ex10 ex3 
BTBD18-
MLL ex3 int10 




7 MLL-AFF1 ex11-ex4 MLL-AFF1 int11 int3 - - - 
8 MLL-AFF1 ex11-ex4 MLL-AFF1 int11 int3 - - - 
9 MLL-MLLT1 ex10-ex1 MLL-MLLT1 int10 SJ - - - 
10 MLL-MLLT10* ex9-ex12 MLL-MLLT10 int9 int11 - - - 
11 MLL-AFF1 ex9-ex4 MLL-AFF1 ex10 int3 - - - 
12 MLL-MLLT1 ex9-ex4 
MLL-NDUFA9-
MLLT1 int9 int3 - - - 
13 MLL-MLLT1 ex11-ex1 MLL-MLLT1 int11 SJ    
14 MLL-AFF1 ex9-ex4 MLL-AFF1 int9 int3 AFF1-MLL int3 int9 
15 MLL-MLLT10* ex10-ex6 MLL-MLLT10 int10 int5 - - - 
16 MLL-MLLT3 ex9-ex6 MLL-MLLT3 int9 int5 LMO2-MLL int5 int9 
17 MLL-AFF1 ex11-ex4 MLL-AFF1 ex11 int3 AFF1-MLL int3 ex11 
18 MLL-MLLT1 ex9-ex5 MLL-MLLT1 int9 int4 - - - 
19 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO - - AFF1-MLL int10 int3 
20 MLL-AFF1 ex12-ex4 MLL-AFF1 int11 int3 AFF1-MLL int3 int11 
21 MLL-AFF1 ex11-ex4 MLL-AFF1 int11 int3 4Q22-MLL NC int11 
22 MLL-MLLT11* ex9-ex2 MLL-MLLT11 int9 int1 
MLLT11-
MLL int1 int9 
23 MLL-MLLT10* ex10-ex11 MLL-MLLT10 int10 int8 - - - 
24 MLL-MLLT10* ex10-ex6 MLL-MLLT10 int10 int5 - - - 





















25 MLL-MLLT11* ex10-ex2 MLL-MLLT11 int10 int1 - - - 
26 MLL-MLLT4* ex10-ex2 MLL-MLLT4 int10 int1 - - - 
27 MLL-AFF1 ex11-ex6 MLL-AFF1 int11 ex5 - - - 
28 MLL-MLLT3 ex9-ex6 MLL-MLLT3 int9 int5 - - - 
29 MLL-AFF1 ex11-ex5 MLL-AFF1 int11 ex4 AFF1-MLL int4 int11 
30 MLL-MLLT4* ex9-ex2 MLL-MLLT4 int9 int1 - - - 
31 MLL-MLLT6* ex10-ex7 MLL-MLLT6 int10 int6 - - - 
32 MLL-MLLT10* ex9-ex8 MLL-MLLT10 int9 int7 - - - 
33 MLL-MLLT10* ex9-ex6 MLL-MLLT10 int9 int5 - - - 
34 MLL-MLLT3 ex10-ex6 MLL-MLLT3 int10 int5 - - - 
*Detección basada en los resultados obtenidos por LDI-PCR; CF: Compañero de fusión; SJ: secuencias 
de splicing antes del exón 1 de MLLT1; NC: no corresponde. 
 
4.2.4. CARACTERIZACIÓN DE LOS REARREGLOS DEL GEN MLL POR 
LDI-PCR 
Los rearreglos del gen MLL con los respectivos compañeros de fusión detectados por 
LDI-PCR se describen en la Tabla 11. Los genes compañeros de fusión detectados por 
esta técnica sobre el derivado 11 fueron: AFF1 (n= 12), MLLT10 (n= 6), MLLT1 (n= 4), 
MLLT3 (n= 3), MLLT11 (n= 3), MLLT4 (n= 2), BTBD18 (n= 1), MLLT6 (n= 1). La 
secuencia de fusión partiendo del derivado 11 fue detectada en 32 de los 34 casos. En 
dos casos sólo fue posible la detección del rearreglo recíproco (caso #1 y #19), esto 
significa la detección de la fusión resultante entre el compañero de fusión y MLL con 
orientación 5´-3´, es decir, la porción 5’ del compañero de fusión y la porción 3’ de 
MLL. Estos rearreglos recíprocos involucraron en uno de los casos al gen AFF1 y en 




otro al SVIL. Teniendo en cuenta la detección de los rearreglos en ambos sentidos, el 
número total de secuencias de fusión detectadas fue 43. 
En 4 casos la técnica LDI-PCR identificó alteraciones del MLL que no fueron 
detectadas por ningunas de las otras técnicas empleadas al momento de la 
caracterización diagnóstica (bandeo G, FISH o RT-PCR sin incluir la búsqueda de 
MLL-MLLT10 que no formaba parte del screening en ese momento), incluyendo 3 casos 
con cariotipo normal y sin resultado de la determinación de FISH (Casos #1, #23 y #24) 
y 1 caso con t(9;10) mediante bandeo G que no involucraba a la banda 11q23 (Caso 
#33). Estos casos fueron posteriormente analizados por RT-PCR para validar, 
independientemente el resultado de LDI-PCR, mediante la comprobación de la 
presencia del transcripto de fusión MLL-MLLT10.  
El rearreglo MLL-MLLT1 fue detectado en 4 pacientes, incluyendo un caso en el que no 
existía ningún dato en el bandeo G que alertara sobre la presencia de esta alteración 
(caso #12), ya que en el mismo se observaba la t(11;22)(q23;q13),add(12)(p12). De los 
4 casos, 3 fueron “spliced junctions” mientras que en otro caso, un fragmento de 267 bp 
correspondiente al gen NDUFA9, localizado en el cromosoma 12p1.3 fue detectado 
entre el intrón 9 de MLL y el intrón 3 de MLLT1 (caso #12).  
El rearreglo MLL-AFF1 fue detectado en 13 casos, 12 de los cuales habían sido 
detectados por RT-PCR, incluyendo 1 caso con cariotipo normal. En el caso restante 
(#19), el resultado del bandeo G resultó 45,XX,t(4;11)(q21;q23),der(13;21)(q10;q10), 
sin embargo, no pudo ser detectada la presencia del transcripto de fusión MLL-AFF1 
por RT-PCR. Del mismo modo, tampoco fue posible la detección a nivel genómico del 
rearreglo MLL-AFF1 por LDI-PCR, aunque sí pudo demostrarse la presencia de la 
secuencia de fusión recíproca entre el intrón 10 de AFF1 y el intrón 3 de MLL. 




La presencia del rearreglo MLL-MLLT3 fue detectada en 3 casos, uno de los cuales tenía 
como resultado del bandeo G un cariotipo normal.  
El rearreglo MLL-MLLT4 fue observado en 2 casos, uno de los cuales presentaba como 
única anomalía en el bandeo G una deleción de la banda 11q23.  
En 3 casos en los cuales se detectó el rearreglo MLL-MLLT11 así como un caso con 
rearreglo MLL-MLLT6 estuvieron en concordancia con los resultados obtenidos por 
bandeo G. A partir de estos datos, la presencia de los transcriptos de fusión 
correspondientes fue posteriormente demostrada mediante RT-PCR.  
Un nuevo rearreglo de MLL, no descripto previamente, fue el MLL-BTBD18, detectado 
a nivel genómico por LDI-PCR en un paciente con inv(11q23), detectada por bandeo G 
(Alonso et al., 2010). 
En base a los resultados obtenido por LDI-PCR se realizó la búsqueda del transcripto de 
fusión MLL-MLLT10, el cual fue detectado en 6 pacientes (5 LMA y 1 LLA). En 5 de 
estos casos, LDI-PCR detectó el rearreglos nivel molecular, mientras que en un caso 
adicional de LMA con cariotipo normal, fue detectado el transcripto de fusión MLL-
MLLT10 por RT-PCR pero no por LDI-PCR. Sin embargo, el rearreglo recíproco 
involucrando al gen SVIL localizado en el cromosoma 11p12, fue detectado por esta 
última técnica. 
La distribución de los sitios de ruptura en el gen MLL se muestra en la Figura 23 y 24, 
las cuales fueron confeccionadas teniendo en cuenta los resultados a nivel genómico 
obtenidos por LDI-PCR. En estos gráficos se observa que, si bien la mayoría de las 
rupturas se encuentran en secuencias intrónicas, se detectaron rupturas que ocurrieron 
en secuencias exónicas. 











Figura 24. Esquema a escala de la distribución de los sitios de ruptura en el gen MLL en los 34 casos 
estudiados por LDI-PCR. El rectángulo rojo indica que el paciente es mayor de 12 meses de edad. No se 
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Los sitios de ruptura de la población estudiada, diferenciados según el diagnóstico de 
LMA y LLA se muestran en los figuras 25 y 26 respectivamente, mientras que la 
distribución de las rupturas según el inmunofenotipo de LLA en los pacientes menores a 
12 meses se muestra en la Figura 27. 
 
 
Figura 25. Distribución de los sitios de ruptura en el gen MLL de la población estudiada con diagnóstico 






Figura 26. Distribución de los sitios de ruptura en el gen MLL de la población estudiada con diagnóstico 
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Figura 27. Distribución de los sitios de ruptura en el gen MLL de la población estudiada menor de 12 
meses de edad con diagnóstico de LLA según el inmunofenotipo. 
 
4.2.5. PRIMERS PARA LA DETECCIÓN DE REARREGLOS INFRECUENTES 
POR RT-PCR  
Con el fin de confirmar mediante RT-PCR la presencia del transcripto de fusión 
correspondiente a los rearreglos obtenidos por LDI-PCR, se diseñaron oligonucleótidos 
para los transcriptos MLL-MLLT4, MLL-MLLT6, MLL-MLLT11 y MLL-BTBD18. Estos 
oligonucleótidos fueron utilizados en las mismas condiciones de reacción que las 
reacciones de RT-PCR previamente estandarizadas. En todos los casos se diseñaron 
oligonucleótidos compatibles con MLL-A (primer forward), por lo que los 5 
oligonucleótidos debieron ser reverse y tener la misma temperatura de annealing, 
evitando la posibilidad de generar dímeros de primers. Los mismos fueron diseñados 
complementarios a secuencias del primer exón involucrado posteriormente al corte y 
fusión del gen compañero con excepción del transcripto MLL-MLLT10 que se diseñó 
un primer ubicado en el exón 9 y un segundo ubicado en el exón 12 con el objetivo de 
aumentar la posibilidad de búsqueda (Figura 28). Las secuencias de los diferentes 
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oligonucleótidos y su utilización en la reacción de RT-PCR, permitió evidenciar la 





Figura 28. Primers utilizados para la detección de rearreglos moleculares infrecuentes del gen MLL. Se 
muestran los diferentes casos en los que fueron utilizados los primers y la ubicación de los mismos en el 
exón de cada transcripto. Obsérvese que el primer forward, MLL-A, es común para todos los 
transcriptos, mientras que los diferentes primers reverse diseñados son comunes para cada rearreglo en 
particular. 





Figura 28. Primers utilizados para la detección de rearreglos moleculares infrecuentes del gen MLL. Se 
muestran los diferentes casos en los que fueron utilizados los primers y la ubicación de los mismos en el 
exón de cada transcripto. Obsérvese que el primer forward, MLL-A, es común para todos los 
transcriptos, mientras que los diferentes primers reverse diseñados son comunes para cada rearreglo en 




4.2.6. CARACTERIZACIÓN DE LOS REARREGLOS DE LOS GENES DE 
Ig/TCR  
De los 34 casos incluidos en el estudio de los rearreglos del gen MLL por LDI-PCR, en 
17 de ellos fueron analizados los rearreglos de Ig/TCR. Los resultados de esta 
caracterización se muestran en las tablas 11, 12, 13, 14 y 15. En las tablas solo se 
muestran los casos con resultado positivo en los cuales fue posible realizar la 
caracterización mediante alineación de secuencias. 
En la detección de estos tipos de rearreglos se encontró que de los 17 casos analizados, 
4 de ellos no presentaban ningún tipo de rearreglos de Ig/TCR, mientras que 13 
presentaban por lo menos un rearreglo.  
En el análisis de los rearreglos de las cadenas pesadas de Ig se detectaron rearreglos 
completos de IgH (VH-DH-JH) en 8 (47%) casos, mientras en 5 (30%) de los 17 casos 
se encontraron rearreglos incompletos (DH-JH) y sólo 4 de los casos presentaron ambos 




tipos de rearreglos (Tabla 12). En el análisis de la rearreglos de cadenas livianas kappa 
de Ig, se encontró que 3 pacientes presentaron resultado positivo (Tabla 13).  
 
Tabla 12. Resultados de los estudios de los rearreglos de Ig de cadena pesada. 
CASO  IGH (VH-DH-JH) IGH(DH-JH)  
2 - IGHD2-2*01(23)IGHJ6*02 
4 IGHV3-11*03(6)IGHD2-2*01(0)IGHJ6*02 IGHD2-2*02(1)IGHJ6*03 
5 IGHV3-11*03(4)IGHD1-26*01(0)IGHJ6*02 IGHD2-2*01(4)IGHJ6*03 
9 IGHV3-30*18/19(10)IGHD3-22*01(0)IGHJ4*02 IGHD7-27(8)IGHJ6*03 





16 IGHV6-1*01(5)IGHD2-15*01(0)IGHJ4*02 - 
17 IGHV6-1*01/02(10)IGHJ4*02/J5*02 IGHD7-27*01(11)IGHJ5*02 





Los números entre paréntesis indican la cantidad de nucleótidos insertados al azar entre los segmentos 









Tabla 13. Resultados de los estudios de los rearreglos de Ig de cadena liviana. 
CASO Ig Kappa A 
4 
IGKV4-1*01(0)IGKJ4*01 




Los números entre paréntesis indican la cantidad de nucleótidos insertados al azar entre los segmentos V 
y J. No se detectaron rearreglos del tipo Ig Kappa B ni Kdel. 
 
Los resultados del análisis de los rearreglos del TCR se muestran en las Tablas 14, 15 y 
16. Se encontró que en 8 casos los pacientes presentaron al menos 1 rearreglo de tipo 
monoclonal. En sólo 1 caso se encontró que el paciente presentaba rearreglos del TCR 
beta, gamma y delta (caso #26, LLA-T), mientras que otro paciente se encontraron 2 
tipos de rearreglos, 1 en TCR gamma y otro en TCR delta (caso #5).  
En la Tabla 17 se muestra un resumen con los resultados de los rearreglos de Ig/TCR 
encontrados discriminando los rearreglos completos de los incompletos y asociándolos a 
la cantidad de pacientes en los que se encontraron. En la tabla 18 se relacionan los 
rearreglos encontrados con el inmunofenotipo de los blastos y la edad promedio de los 
pacientes en los que se encontraron. Mientras que en la Figura 29 se muestra la 
frecuencia de los rearreglos encontrados según el inmnunofenotipo. 
 
  





Tabla 14. Resultados de los estudios de los rearreglos del TCR beta. 









Tabla 15. Resultados de los estudios de los rearreglos del TCR gamma. 













Tabla 16. Resultados de los estudios de los rearreglos del TCR delta. 
CASO TCRD (V-D-J) TCRD (incompletos) 
5  TRAV14/TRDV4(8)TRDd3 
13 TRAV29*01/03(6)TRDd3(3)TRDJ1  
14  TRDd2(0)TRDd3 





34  TRDV2*01(1)TRDD3*01 
 
 
Tabla 17. Resumen de los rearreglos de Ig/TCR encontrados. 
Rearreglos Completos Incompletos Total n° Pacientes 
IGH 12 6 18 10 
IGK          5                     NA 5 3 
TCRB - 3 3 2 
TCRG          4                     NA 4 4 
TCRD 1 7 8 6 
 
NA: no aplica, no existen rearreglos incompletos, ya que sólo poseen segmentos V y J. 
 
 





Figura 29. Frecuencia de los rearreglos de Ig/TCR encontrada según el inmunofenotipo. Las barras en 















Frecuencias de los Rearreglos de Ig/TCR
Completos
Incompletos




Tabla 18. Cantidad de rearreglos encontrados, número de pacientes en los que se 
encontraron los rearreglos y edad promedio según el inmunofenotipo. 
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a: años; m: meses; pte (s): pacientes 
 
 
4.2.7. PRIMERS PACIENTE ESPECÍFICOS PARA LA DETECCIÓN DE LA 
EMR 
Se diseñaron 23 juegos de primers que reconocen la secuencia de fusión entre el gen 
MLL y su compañero de fusión correspondientes a 22 casos En todos los casos se 
evaluó la especificidad por una reacción de PCR convencional siguiendo los pasos 
descriptos en Materiales y Métodos. En todos los casos en el gel de agarosa se obtuvo 
una banda con el PM esperado, el cual fue calculado a partir del amplicón amplificado 
con los correspondientes juegos de PPE. Las bandas fueron escindidas del gel, eluídas y 
posteriormente secuenciadas. El resultado de las secuencias en todos los casos evidenció 
la presencia del gen de fusión específico del clon leucémico. 




A continuación se muestran las secuencias de la fusión de los diferentes casos en los 
cuales se diseñaron PPE. La secuencia correspondiente a MLL se muestra en color 
violeta, mientras que las secuencias correspondientes a los diferentes compañeros de 
fusión se encuentran en color verde. Cuando algún nucleótido no pertenece a ninguno 
de los dos genes involucrados se muestra en color rojo entre dos puntos, mientras que 
los nucleótidos en color negro entre dos puntos son compartidos por ambos genes, por 
lo que no pueden ser asignados a ninguno de los genes en particular. 
Los sitios de unión de los primers forward están remarcados con un recuadro color 
negro, mientras que los sitios de unión de los primers reverse están remarcados con 
recuadros rojos. En el caso #12 donde se encontró un fragmento de 267 bp 
correspondiente al gen NDUFA9 entre el intrón 9 de MLL y el intrón 3 de MLLT1, este 
fragmento se muestra en color rojo.  
 















































































































































































4.2.8. ANÁLISIS DE LA ZONA DE FUSIÓN DE LOS REARREGLOS 
DETECTADOS EN FORMA DIRECTA Y RECÍPROCA 
 
Como se explicó anteriormente, cuando se producen las traslocaciones cromosómicas se 
generan rearreglos a nivel genómico que originan dos genes de fusión. Esta ruptura y 
fusión ocurre manteniendo el marco de lectura, por lo que al transcribirse y luego 
traducirse se genera una proteína de fusión formada por la parte amino terminal de un 
gen y la carboxilo terminal del compañero de fusión. Cuando se trata del caso de MLL, 
este gen mantiene la parte 5´ que es la que codifica la amino terminal; mientras que la 
porción 3´, que codifica la parte carboxilo terminal, es reemplazada por la parte 3´ de su 
compañero de fusión. De manera análoga, en el rearreglo recíproco el gen compañero 




de fusión mantiene la parte 5´ y la porción 3´ es reemplazada por la correspondiente 
3´de MLL (Figura 30). 
 
Figura 30. MLL germinal y rearreglado. Obsérvese las regiones 5´ y 3´ antes y después del rearreglo 
(Adaptado de Meyer et al., 2005)  
 
En los casos en los que se detectaron los rearreglos de MLL y el recíproco se analizó la 
zona de la secuencia de fusión con el fin de evaluar si la fusión de MLL con el 
compañero de fusión ocurre con la secuencia inmediatamente posterior a la ruptura. En 
ninguno de los casos analizados se encontró que la fusión ocurrió inmediatamente 
posterior a la ruptura.  
El resultado de la secuenciación de ambos genes detectados se muestra a continuación. 
Las secuencias correspondientes a MLL se muestran en color violeta, mientras que las 
secuencias correspondientes a los diferentes compañeros de fusión se encuentran en 
color verde. Cuando algún nucleótido no pertenece a ninguno de los dos genes 
involucrados se muestra en color rojo entre dos puntos, mientras que los nucleótidos en 
color negro entre dos puntos son compartidos por ambos genes, por lo que no pueden 
ser asignados a ninguno en particular.   
Cada caso es acompañado por un esquema en el que se muestra la secuencia germinal 
de MLL, la secuencia de MLL anterior y posterior a la ruptura con el número de 
nucleótido exacto donde ocurrió, el número, aproximado, esperado en teoría y el 








nucleótido del exón 8 (distancia al término del exón 8, de acuerdo con la secuencia de 


































G G A C C A C T 
G G A C 
C A C T 
A A G T 
MLL germinal 
MLL-BTBD18  2128 pb del ex8 
BTBD18-MLL esperado 2129 pb del ex8 
BTBD18-MLL  detectado 2404 pb del ex8  



































A A A C G A T T 
A A A C 
G A T T 
C A A C 
MLL germinal 
MLL-AFF1 1958 pb del ex8 
AFF1-MLL esperado 1959 pb del ex8 
AFF1-MLL detectado 1821 pb del ex8  
G G G T A G G C 
G G G T 
A G G C 
G A C G 
MLL germinal 
MLL-MLLT11 2804 pb del ex8 
MLLT11-MLL esperado 2805 pb del ex8 
MLLT11-MLL detectado 2414 pb del ex8  




































A A T G T C C C 
A A T G 
T C C C 
C C C T 
MLL germinal 
MLL-MLLT3 1186 pb del ex8 
MLLT3-MLL esperado 1187 pb del ex8 
LMO2-MLL detectado 886 pb del ex8  


































A T T C G G A A 
A T T C 
G G A A 
G T T C 
MLL germinal 
MLL-AFF1 2811 pb del ex8 
AFF1-MLL esperado 2812 pb del ex8 
AFF1-MLL  detectado 2816 pb del ex8  
C A T G T C T G 
C A T G 
T C T C 
C T G T 
MLL germinal 
MLL-AFF1 6338 pb del ex8 
AFF1-MLL esperado 6339 pb del ex8 
AFF1-MLL detectado 6483 pb del ex8  






































A A A A A T A A 
A A A A 
A T A A 
T T G T 
MLL germinal 
MLL-AFF1 6123 pb del ex8 
AFF1-MLL esperado 6124 pb del ex8 
4q22-MLL detectado 6299 pb del ex8  

































T C C G G G C C 
T C C G 
G G C C 
A A C A 
MLL germinal 
MLL-MLLT11 949 pb del ex8 
MLLT11-MLL esperado 950 pb del ex8 
MLLT11-MLL detectado 1117 pb del ex8  
A A A C A T T A 
A A A C 
A T T A 
G G A A 
MLL germinal 
MLL-AFF1 3317 pb del ex8 
AFF1-MLL esperado 3318 pb del ex8 
AFF1-MLL detectado 3260 pb del ex8  




4.2.9. DETEMINACIÓN DE LA EMR MEDIANTE REARREGLOS DE MLL 
Con la finalidad de sentar las bases para la detección de la EMR utilizando como blanco 
molecular los rearreglos de MLL se utilizó el juego de PPE diseñado para cada paciente. 
Luego de ser evaluada la especificidad por PCR convencional y posterior secuenciación 
del producto obtenido, se procedió a realizar la cuantificación por RQ-PCR. 
En la puesta a punto se utilizó como sistema de detección el intercalante SYBR Green, el 
cual se une al surco menor del ADN de doble cadena. Al intercalarse en el ADN, la 
fluorescencia se potencia entre 800 y 1.000 veces (excitación aprox. a 488 nm y 254 
nm; emisión aprox. a 560 nm) respecto a cuando no se encuentra intercalado. Esta 
intensidad de la fluorescencia se incrementa proporcionalmente a la concentración del 
ADN bicatenario, por lo que la señal fluorescente es proporcional a la cantidad de 
producto de la PCR. La utilización de este fluoróforo como sistema de detección es muy 
económica, sin embargo presenta varias desventajas, una de la más importante es que la 
señal emitida no es específica, porque el fluoróforo se une a cualquier amplicón del 
ADN. 
 Para el uso correcto del SYBR Green en la PCR cuantitativa es necesario verificar la 
especificidad de la señal detectada, analizar la curva de disociación y comprobar que la 
señal de fluorescencia obtenida se debe sólo a la amplificación del blanco.  
Se analizaron 6 de los 34 casos estudiados por LDI-PCR de los cuales se disponía de 
muestras del seguimiento de los pacientes para dicha determinación. Para cada paciente 
se realizó una curva estándar utilizando diluciones seriadas de la muestra de ADN 
correspondiente al diagnóstico junto con los PPE diseñados. La curva debía tener una 
diferencia de 3,3 Ct entre las distintas concentraciones (Figura 31). Se analizó la 
especificidad del producto obtenido mediante una curva de melting (Figura 32). En los 




casos que en fue posible el análisis, se determinó la sensibilidad y el rango cuantitativo 
del ensayo teniendo en cuenta los siguientes criterios (van der Velden et al., 2007): 
Criterio de sensibilidad:  
1. tener por lo menos 1 duplicado positivo (sin importar el ΔCt) 
2. su mayor Ct debe ser ≥ 1 Ct más bajo que el menor Ct del buffy (background normal) 
3. su mayor Ct debe estar no más de 20 Ct por encima de la muestra sin diluir 
Rango cuantitativo: 
1. ser reproducible (duplicados con ΔCt ≤1,5) 




Figura 31. Ejemplo de curva estándar realizada a partir de diluciones seriadas de la muestra del 
diagnóstico. Las diluciones deben diferenciarse entre sí en 3,3 Ct. Se muestra la curva en color negro y el 
CST en azul. 
 
 





Figura 32. Ejemplo de curva de melting realizada a partir de diluciones seriadas de la muestra del 
diagnóstico. Se muestre en color negro la curva y en color azul en CST. Los productos de amplificación 
fueron específicos evidenciado por el Tm. El CST no presenta amplificación. 
 
 
A continuación se muestran los resultados de los casos analizados: 
Caso #4: 
En un mismo experimento se realizó la curva estándar, las muestras del paciente 
correspondiente a los puntos del control del tratamiento, CST y los 6 controles 
negativos (buffy). El resultado del ensayo se muestra en la Figura 33, donde se observa 
que el pool de ADN (color rojo) fue amplificado a ciclos muy elevados y alejado de la 
curva del paciente (color negro). Se observa que 1 muestra (color rojo) fue positiva para 
la EMR mientras que 2, 1 correspondiente al día 33 y otra a la semana 12, fueron 
negativas, ya que amplificaron con un Ct mayor al buffy. 
 
Figura 33. Curva de amplificación correspondiente al caso #4. Color negro: curva estándar; Color 
Rojo: muestras de seguimiento; color verde: buffy; color azul: CST. 
 




La curva de melting se muestra en la Figura 34 donde se observa que la amplificación 
de la muestra positiva del paciente fue específica observándose un pico a 78°C 
(temperatura de melting o Tm) junto con las diluciones de la muestra, mientras que las 
muestras del paciente con resultado negativo presentan un mínimo de amplificación 
inespecífica que no interfiere en la cuantificación (Tm 72°C y 76°C). En los controles 
negativos la amplificación fue inespecífica.  
En este ensayo el rango cuantitativo y la sensibilidad coinciden (10-4). El valor de EMR 
calculado en la muestra fue >10-3 (7,2 .10-3), y correspondió a una muestra del fin de la 
inducción del tratamiento de enfermedad. Este análisis pudo realizarse debido a que la 
curva estándar del paciente cumplía con los requisitos y a que en la curva de melting se 
observó especificidad del producto amplificado.  
 
 
Figura 34. Curva de melting correspondiente al caso #4. Color negro: curva estándar; Color Rojo: 
muestra; color verde: buffy; color azul: CST. 
 
Caso #9: 
En la Figura 35 se muestra la curva estándar y 3 muestras ensayadas para la detección 
de la EMR. En este paciente las dos muestras correspondiente al día 33 y a la semana 12 




del control del tratamiento fueron negativas, mientras que la muestra correspondiente a 
la recaída de la enfermedad se observó un resultado positivo >10-3 (1,1.10-1). 
Se observó amplificación inespecífica en el CST a ciclos muy alejados del último punto 
de la curva estándar. Esa amplificación fue atribuida a la formación de dímeros de 
primers debido al bajo Tm observado en la curva de melting (Figura 36). En este ensayo 
el rango cuantitativo fue 10-4, mientras que la sensibilidad fue de 10-5.  
 
 
Figura 35. Curva estándar correspondiente al caso #9. Color negro: curva estándar; Color Rojo: 
muestra; color verde: buffy; color azul: CST. 
 
 
Figura 36. Curva de melting correspondiente al caso #9. Color negro: curva estándar; Color Rojo: 









En este caso no fue posible determinar el valor de la EMR debido a que la presencia de 
reacción inespecífica detectada a partir de la dilución 10-3, que disminuye notablemente 
el rango cuantitativo del ensayo. En la Figura 37 se muestra la curva estándar del 
paciente, el buffy corrido por sextuplicado y el CST. Se observa que el buffy reacciona 
junto con las diferentes diluciones de la muestra, sin embargo en la curva de melting se 
puede identificar fácilmente que la amplificación no es específica diferenciándose del 
Tm de la muestra en 4 °C (Figura 38). 
 
 
Figura 37. Curva estándar correspondiente al caso #11. Color negro: curva estándar; Color Rojo: 
muestra; color verde: buffy; color azul: CST. 
 
 
Figura 38. Curva de melting correspondiente al caso #11. Color negro: curva estándar; Color Rojo: 
muestra; color verde: buffy; color azul: CST.  
  





En este caso la presencia de amplificación inespecífica imposibilitó determinar la EMR. 
Si bien el CST no amplificó se observó que en las diluciones de la curva estándar y el 
buffy la amplificación fue la misma y con el mismo Tm (Figura 39 y 40) los que 
significa que la secuencia escogida para el diseño de los PPE no es aceptable.  
 
 
Figura 39. Curva estándar correspondiente al caso #13. Color negro: curva estándar; Color Rojo: 
muestra; color verde: buffy; color azul: CST. 
 
 
Figura 40. Curva de melting correspondiente al caso #13. Color negro: curva estándar; Color Rojo: 










En este caso sólo se disponía de la muestra del día 33 del control de seguimiento del 
tratamiento. El resultado de la determinación de a EMR fue negativo. El rango 
cuantitativo del ensayo fue 10-4 al igual que la sensibilidad. En la Figura 41 se muestra 
la curva estándar con la muestra negativa del paciente y el CST. Este último control no 
presentó amplificación, mientras que el sextuplicado del buffy amplificó a altos valores 
de ciclos, que no interferían en determinación de la EMR. En este caso no se realizó la 
curva de melting.   
 
Figura 41. Curva estándar correspondiente al caso #26. Color negro: curva estándar; Color Rojo: 




En la determinación de a EMR la falta de reproducibilidad de las diluciones 5.10-4, 10-4 
y la amplificación del buffy disminuyeron notablemente el rango cuantitativo del ensayo 
(Figura 42). La amplificación del buffy fue inespecífica, lo cual se demuestra a a partir 
de los resultados de la curva de melting donde se obtuvo una marcada diferencia entre 
los Tm de la muestra y del buffy, siendo el Tm de la muestra 78 °C y el del buffy 85 °C 
(Figura 43). También se observó que en el CST se produce amplificación, con un Tm de 
72 °C. 




En este ensayo la curva estándar no es óptima, sin embargo el resultado de la 
determinación de la EMR pudo ser determinado. El resultado de la muestra del paciente 
correspondiente al día 33 fue positivo. El rango cuantitativo fue 10-3 y la sensibilidad 
fue de 5.10-4.  
 
 
Figura 42. Curva estándar correspondiente al caso #31. Color negro: curva estándar; Color Rojo: 
muestra; color verde: buffy; color azul: CST. 
 
 
Figura 43. Curva de melting correspondiente al caso #31. Color negro: curva estándar; Color Rojo: 










4.2.10. REARREGLOS DEL GEN MLL EN LEUCEMIAS B MADURAS  
Se analizaron 3 casos de infantes con LLA B madura, con morfología FAB L1 o L2 y 
alteraciones gen MLL, uno de ellos (el caso #9 de la serie estudiada por LDI-PCR) es el 
caso #1 de esta población analizada, mientras que los dos restantes son casos analizados 
por técnicas estándar (bandeo G, FISH o RT-PCR). Los datos clínicos y hematológicos 
al momento del diagnóstico se muestran en la tabla 19. En la misma se observa que el 
paciente del caso #2 tenía 13 meses al momento del diagnóstico, pero fue considerado 
infante a los fines de su tratamiento. Los 3 pacientes presentaron anemia y 
trombocitopenia. En un caso se observó hiperleucocitosis con hepatomegalia mientras 
que otro de ellos presentó compromiso extra medular.  
La morfología de la MO al momento del diagnóstico mostró blastos de tamaño pequeño 
a mediano con núcleos irregulares y nucléolos prominentes en algunas células. Todos 
los blastos fueron descriptos como morfología FAB-L1 o L2 (Figura 44) y en todos los 
casos se descartó la morfología FAB-L3, típica de linfoblastos B maduros. Por 
citometría de flujo los blastos mostraron un inmunofenotipo de células B maduras (B-IV 
de la clasificación del EGIL) como se describe en la Tabla 20. La expresión de 
antígenos inmadurez fue variable: TdT se expresaba en un solo caso, mientras que 
CD34 y CD10 en 2 de los casos.  
Todos los casos presentaron IgM citoplasmática y de superficie, así como la restricción 
de la cadena liviana lambda, ningún caso exhibió expresión del antígeno mieloide CD15 
y 2 casos presentaron expresión de NG2. 
Las anomalías del gen MLL fueron detectadas por FISH en todos los pacientes (Tabla 
21). En 2 casos los estudios de bandeo G revelaron alteraciones en 11q23 que incluían: 
un cariotipo complejo que mostraba alteraciones en 11q23 y en 19p13, pero no lo tenía 




la típica traslocación t(11;19) (q23;p13); y otro con ins(10;11)(p12;q23q13). En el 
restante no fue posible obtener metafases para el análisis al momento del diagnóstico. 
Por RT-PCR, dos casos fueron positivos en el screening para la búsqueda de 
alteraciones del gen MLL. En el caso # 1, se detectó el rearreglo MLL-MLLT1 
mostrando la fusión del MLL exón 10 con el primer exón de MLLT1, mientras que en el 
caso # 2 se detectó la fusión entre el exón 11 de MLL y el exón 11 de MLLT10. 
En cuanto a al tratamiento y seguimientos de los pacientes, los 3 fueron tratados de 
acuerdo al protocolo Interfant-99 y todos alcanzaron la RC (Tabla 22). Dos pacientes 
recayeron presentando blastos con el mismo fenotipo y el mismo rearreglo molecular 
que al momento del diagnóstico. Ninguno de los pacientes recibió trasplante de médula 
ósea y el paciente que alcanzó la RC, permanece en RC con un seguimiento de 23 
meses.  
En los 3 casos los pacientes presentaron recaídas que ocurrieron en MO, una de ellas se 
presentó en combinación con compromiso testicular. El paciente del caso #3 presentó en 
la recaída una t(1;11)(p32;q23) detectada por bandeo G, cuyo resultado al momento del 
diagnóstico no estaba disponible por no presentar metafases analizables.  
  






Figura 44. Tinción de May-Grünwald-Giemsa del aspirado de MO del paciente del caso #1 de LLA-B 
madura y rearreglo de MLL. Se muestra la morfología FAB-L1. 
 
Tabla 19. Características clínicas y hematológicas de los 3 pacientes con LLA-B 















1* 8  M 11 7.2 104 No Si Piel 
2 13  F 39 4.5 11 No Si No 
3 3  M 857 8.8 46 Si Si No 
M: masculino; F: femenino; WBC: recuentos de glóbulos blancos Hb: hemoglobina; Plq: plaquetas; 
HEP: hepatomegalia; ESP: esplenomegalia. * Caso #1 es el caso #9 de la tabla 4. Paciente estudiado 
por LDI-PCR. 
 
Tabla 20. Resultado del inmunofenotipo de los pacientes con LLA-B madura y 
alteraciones en el gen MLL. 




1* P/N N P N/N N P M-D λ 
N ND 
2 P/P -/+ P P/P P P M λ N P 
3 P/P P P N/P -/+ P M λ N P 




Las muestras fueron consideradas positivo (P) cuando más del 20% de los blastos expresaba el marcador 
y -/+ cuando el marcador fue detectado en menos del 20% de los blastos. ND: no determinado; N: 
negativo; M: IgM; D: IgD. * Caso #1 es el caso #9 de la tabla 4. Paciente estudiado por LDI-PCR. 
 
 















1* L1 98 Positivo 46~48,XY,+11,del(11)(q23),add(19)(p13),+mar[cp20] 
 
MLLT-MLLT1 
2 L1 85 Positivo 46,XX,add(9)(p24),ins(10;11)(p12;q23q13)[18]/46,XX[2] 
 
MLL-MLLT10 
3 L1/L2 90 Positivo S/M NEGATIVO(**) 
S/M: sin metafases analizables; (**): screening por RT-PCR para los rearreglos recurrentes. * Caso #1 
es el caso #9 de la tabla 4. Paciente estudiado por LDI-PCR. 
 
Tabla 22. Respuesta temprana al tratamiento y seguimiento de los pacientes con LLA-B 




Sitio de recaida SLE(meses) VIVE 
1* Buena Medula Ósea 21 no 
2 Buena - 23 si 
3 Pobre Medula ósea y testículos. 4 si 
RP: respuesta a la prednisona; B: buena; P: pobre; CF: citometría de flujo; RC: recaída, SLE: sobrevida 
libre de eventos; n.d: no determinado; N: negativo; MO: médula ósea; Test: testículos. * Caso #1 es el 
caso #9 de la tabla 4. Paciente estudiado por LDI-PCR. 
 
4.3. MUTACIONES DEL GEN FLT3 
En 33 de los 34 casos con alteraciones de MLL confirmados mediante el estudio por 
LDI-PCR fue posible realizar el estudio de las mutaciones en el gen FLT3. Se 
detectaron mutaciones del FLT3-TKD en 5 (15,15%) casos, los cuales involucraban a la 
región codificante para el aspártico 835 y la isoleucina inmediata posterior. En 4 de 




ellos, se detectó una mutación puntual que a nivel proteico provoca el cambio del 
aspártico 835 por aminoácidos con diferentes polaridades (Tabla 23), mientras que en el 
caso restante se detectó una deleción de 3 nucleótidos que provoca un cambio de 
aminoácido en la posición 836. En todos los casos las mutaciones detectadas ocurrieron 
en estado heterocigoto. Con respecto a las mutaciones de tipo FLT3-ITD, no se han 
detectado en este grupo de pacientes.  
 
Tabla 23. Resultado de los estudios de las mutaciones en FLT3. 
CASO DIAG TIPO DE  
MUTACION  
MUTACIÓN(*) CONSECUENCIA 
DE LA MUTACIÓN 
7 LLA-ProB TKD 2503G>C Asp835His 
10 LMA-M5 TKD 2504A>C Asp835Ala 
28 LMA-M5 TKD 2505T>G Asp835Glu 
30 LMA-M5 TKD 2505T>G Asp835Glu 
32 LMA-M5 TKD 2509delCAT Ile836Met 
(*) El nucleótido número 1 corresponde a la A del codón ATG de iniciación de la traducción ubicado en 
el exón 1 del gen FLT3 (GenBank: Z26652.1). 
 
 
4.4. MUTACIONES DEL GEN GATA-1 
Los datos clínicos y de laboratorio de los pacientes con SD y MAT o LMCA al 
momento de su diagnóstico se detallan en la Tabla 24. Las medianas y rangos de edad 
de las poblaciones estudiadas fueron 9 [1-41] días para los pacientes con MAT y 18 [9-
27] meses para los pacientes con LMCA. La mediana del recuento leucocitario fue de 
35,0x109/L (rango: de 4,7 a 120,0). Uno de los pacientes con MAT desarrollo LMCA 
nueve meses después de presentar la RC espontánea (casos #6 y #12). 




Los resultados de los estudios citogenéticos se muestran en la Tabla 25. El paciente con 
MAT que desarrolló posteriormente LMCA mostró alteraciones citogenéticas 
adicionales en el momento del diagnóstico de la LMCA. 
Las mutaciones detectadas en el exón 2 del gen GATA-1 se describen en la Tabla 26, 
incluyendo las consecuencias de las mismas a nivel proteico y su clasificación según lo 
propuesto por Kanezaki (Kanezaki et al., 2010).  
De las 13 mutaciones identificadas en las muestras de MAT y LMCA, 8 (62%) 
correspondieron a inserciones/deleciones/duplicaciones y 5 (38%) a sustituciones de 
bases. Se detectaron mutaciones en todos pacientes con MAT; los tipos de mutaciones 
caracterizadas fueron duplicaciones (n= 5), sustituciones de nucleótido simple (n= 4) y 
deleción (n= 1). En 3 de los 4 pacientes con LMCA se evidenció la presencia de 
duplicaciones (n= 2) o sustitución de nucleótido simple (n= 1). 
El análisis de las consecuencias de las mutaciones a nivel proteico, predichas a partir del 
programa computacional, demostró la presencia de un codón de terminación prematuro 
de la traducción en 5 muestras (MAT= 4/LMCA= 1), la pérdida del exón 2 por 
modificaciones en los sitios de splicing en 6 casos (MAT= 5/LMCA= 1) en los cuales 
las mutaciones afectaban sitios críticos de reconocimiento de la señal (Figura 45). En 
tres pacientes se observaron mutaciones que se traducen en cambio de la secuencia 
aminoacídica, uno de ellos presentó además un codón de terminación prematuro en la 
posición 142 de la proteína.  
No se detectaron mutaciones en GATA-1 en las muestras de pacientes con diagnóstico 
de LMA con trisomía 21 de niños sin SD, ni en los casos de Leucemias Agudas no 
LMCA de niños con o sin SD. 




En la evolución de los 10 pacientes con MAT se observó que 8 alcanzaron la RC en 
forma espontánea, sin recibir ningún tipo de tratamiento quimioterápico, con una media 
de 3 [1-5] meses Un paciente falleció antes de alcanzar la RC, debido a una infección 
respiratoria aguda y un paciente se encuentra perdido en su seguimiento al momento de 
elaboración de este trabajo de tesis.  
De los 8 pacientes que alcanzaron la RC, en forma espontánea, 3 permanecen en RC 
con +48, +55 y +90 meses de seguimiento. De los restantes 5 pacientes que alcanzaron 
la RC, 1 paciente desarrolló LMCA luego de 9 meses de RC, 3 pacientes fallecieron en 
RC debido a sepsis en dos casos y a descompensación de su cardiopatía en el restante. 
Un paciente dejo de concurrir a control desde hace 31 meses, y se encuentra perdido en 
su seguimiento al momento de la elaboración de esta tesis. 
En cuanto a los 4 pacientes con LMCA, todos alcanzaron la RC. Uno de ellos, recayó 
tempranamente, se le administró un segundo tratamiento, pero falleció debido a 
complicaciones infecciosas. No se observó respuesta nula al tratamiento en este grupo 
de pacientes, ni muertes durante la fase de inducción. Los restantes 3 pacientes viven en 
RC a +22, +46 y +65 meses desde su diagnóstico. 
 
  




Tabla 24. Datos clínicos y de laboratorio de los pacientes con SD y MAT o LMCA al 



















1 4 d MAT M 45,0 15,1 25 si si 
2 22 d MAT F 35,1 9,8 55 si si 
3 13 d MAT M 120,0 16,5 186 si si 
4 9 d MAT M 83,6 18,8 56 si si 
5 1 m MAT F 8,4 9,3 23 si si 
6(&) 6 d MAT M 47,2 16,3 195 si no 
7 40 d MAT M 57,0 8,7 144 si si 
8 9 d MAT M 30,0 12,3 102 si si 
9 1 d MAT F 40,0 8,5 531 si si 
10 5 d MAT M 34,9 15,5 44 si si 
11 9 m LMCA F 6,9 10,2 84 si no 
12(&) 11 m LMCA M 4,7 7,5 18 no no 
13 25 m LMCA M 9,3 4,4 23 si si 
14 27 m LMCA F 25,4 3,7 10 si si 
WBC: recuento leucocitario. (*)Edad: d (días), m (meses). (&) Mismo paciente. 
 
  




Tabla 25. Resultado de los estudios citogenéticos realizados en las muestras de MO de 
los 1 casos con DS y MAT o LMCA. 
CASO  DIAG CARIOTIPO 
1 MAT 47,XY,+21c[20]  
2 MAT 47,XX,+21c[20] 
3 MAT 47,XY,+21c[20] 
4 MAT 46,XY,-19,+21c[3]/47,XY,+21c [14] 
5 MAT 47,XX,+21c[20] 
6(&) MAT 47,XY,+21c[20] 
7 MAT 47,XY,+21c[20] 
8 MAT 47,XY,+21c[20] 
9 MAT 46,XX,+21c,der(21;21)(q10;q10)c[20] 
10 MAT 47,XY,+21c[20] 
11 LMCA 47,XX,+21c[20] 
12(&) LMCA 47,XY, -7, +21c, +mar[10]/48, XY, idem, +21[6]/47, XY, +21c[4] 





MAT: mielopoyesis anormal transitoria; LMCA: leucemia megacarioblástica aguda; (&): muestras 
correspondientes al mismo paciente. 
 
  




Tabla 26. Resumen de las mutaciones del gen GATA-1 en las muestras de médula ósea 
estudiadas y predicción de sus consecuencias a nivel proteico. 
CASO DIAG MUTACIÓN(*) 
CONSECUENCIA 
DE LA MUTACIÓN 
SUBTIPO DE 
MUTACION (**) 
1 MAT 218 ins5 (dup213-217) Error en Splicing ES 
2 MAT 5A>G Glu2Gly NC 
3 MAT 89delAG (Val32Phe) + 38Stop PTC 1-5’ 
4 MAT IVS2+1(220+1) G>A Error en Splicing ES 
5 MAT 185 ins34 (dup151-184) Tyr62Stop PTC 1-5’ 
6(&) MAT 185 ins35 (dup150-184) Tyr62Stop PTC 1-5’ 
7 MAT 219 A>G Error en Splicing ES 
8 MAT 217 ins5 (dup229-233) +del4 (217-220) Error en Splicing ES 
9 MAT IVS2+2(220+2) T>C Error en Splicing ES 
10 MAT 185 insG + ins16 (dup169-184) Tyr62Trp + 142Stop PTC 1-3’ 
11 LMCA 184 ins35 (dup149-183) Tyr62Arg NC 
12(&) LMCA 185 ins35 (dup150-184) Tyr62Stop PTC 1-5’ 
13 LMCA WT WT NC 
14 LMCA 220 G>A Error en Splicing ES 
(*) El nucleótido número 1 corresponde a la A del codón ATG de iniciación de la traducción ubicado en 
el exón 2 del gen GATA1 de acuerdo con la secuencia de referencia (NM_002049.3). (**) Clasificación 
según Kanezaki et al., 2010. ES: error en splicing; NC: no corresponde. (&) Mismo paciente.  
 
 
Figura 45. Esquema representativo del exón 2 del gen GATA-1. Se señala la ubicación de los sitios de 
las mutaciones detectadas. El símbolo indica el tipo de consecuencia a nivel proteico. *Pérdida del exón 
2 por error en el corte y empalme, **cambio en la secuencia aminoacídica, ***codón de terminación de 












5.1. MODIFICACIONES REALIZADAS EN LA TÉCNICA LDI-PCR PARA LA 
PUESTA A PUNTO 
Las modificaciones realizadas posibilitaron la puesta a punto de la técnica de LDI-PCR 
para la detección de los rearreglos de MLL. Dicha puesta a punto se basó en los datos 
previamente publicados y a partir de los mismos se comenzó a realizar pequeñas 
modificaciones para encontrar las mejores condiciones para la puesta a punto, ya que 
muchas veces pequeños cambios en los reactivos o el uso de reactivos de diferentes 
marcas comerciales pueden influenciar notablemente en los resultados, un claro ejemplo 
de esto es encontrar que el buffer de ligación contenía agentes que actuaban como 
inhibidores de la reacción de PCR.  
Evaluar cada paso descripto en bibliografía y estudiar la secuencia de los primers 
permitió detectar que la secuencia de uno de los primers descripto originalmente no 
coincidía con la secuencia del gen, a pesar de usar la misma secuencia de referencia.  
Finalmente el diseño de primers localizados en secuencias más internas a los descriptos 
en bibliografía permitió consolidar la puesta a punto de esta técnica.  
 
5.2. CARACTERIZACIÓN DE LOS REARREGLOS DEL GEN MLL 
En el presente trabajo de tesis se realizó la correcta caracterización molecular de 34 
pacientes pediátricos con leucemia aguda y rearreglos del gen MLL que fueron 
diagnosticados y tratados en el HPG. La presencia de alteraciones en este gen es una 
variable independiente en el análisis de multivarianza realizado en el contexto del 





estadísticamente inferior. Esta es una las bases para definir la necesidad del estudio de 
los rearreglos de este gen, ya que a partir de esta definición puede individualizarse un 
grupo de pacientes que requiere de un tratamiento más especializado (Pieters et al., 
2007). La identificación de las alteraciones de MLL es un requisito obligatorio para 
decidir el tratamiento preciso que debe recibir cada paciente. Si bien, las técnicas de 
diagnóstico utilizadas en la rutina diaria para la detección y caracterización genética de 
estas alteraciones son varias, la técnica de LDI-PCR parece ser una de las técnicas más 
útiles para la caracterización a nivel molecular. A pesar, de su ser una técnica muy 
laboriosa, su aplicación es de gran utilidad y de suma importancia no sólo para la 
caracterización, sino que también como técnica complementaria al bandeo G, al FISH y 
a la RT-PCR para la detección de las anomalías de MLL. El uso de esta técnica permite 
la detección de cualquier tipo de rearreglo de MLL, identificando además el compañero 
de fusión correspondiente.  
En los resultados de esta tesis se muestra que LDI-PCR detectó el 100% de los casos 
con MLL-r, detectando la alteración en forma directa 5´-3´ (MLL-X) o en forma 
recíproca 3´-5´ (X-MLL), siendo especialmente útil en los 4 casos con estudio 
citogenético normal (casos #1, #16, #23 y #24) y en el caso en el cual no se habían 
obtenido metafases (caso #27) para el estudio de bandeo-G. Por otro lado, en el caso 
#24 la alteración del gen MLL tampoco fue detectada por ninguna de las otras técnicas 
de rutina empleadas. Este resultado, permitió identificar al paciente como un paciente 
con mal pronóstico y asignarlo a un grupo con riesgo más alto, que sin este resultado se 
le hubiera administrado una terapia estándar, la cual seguramente no le sería 
beneficiosa. Además, en los casos #5, #9, #10, #12, #15, #26 y #34, LDI-PCR permitió 
identificar la alteración del gen MLL y su compañero de fusión exacto. En algunos casos 





fusión diferente (casos #12 y #31), LDI-PCR permitió identificar el compañero de 
fusión correcto. Finalmente, fue posible la descripción de un gen de fusión no descripto 
previamente (caso #5), en el cual lo que se detectaba era una inversión del cromosoma 
11, en 11q23. 
La técnica de FISH, considerada la técnica Gold standard, fue una herramienta 
citogenética molecular fundamental al momento del diagnóstico ya que permitió 
detectar con cierta rapidez una parte importante de las alteraciones del gen MLL, esto 
fue en gran parte por la posibilidad de realizarse en núcleos en interfase. Si bien el FISH 
no brinda un resultado con información tan detallada como lo hace el bandeo G, su 
resultado es condición suficiente para estratificar, junto con los datos biológicos y la 
respuesta a la prednisona, correctamente a los pacientes. De los resultados obtenidos se 
puede deducir que esta técnica no puede ser utilizada como única técnica de 
diagnóstico, sino que debe usarse como primer paso para el abordaje del estudio de los 
pacientes infantes y complementarse con otras, especialmente porque su sensibilidad no 
permite el seguimiento de la EMR. Un claro ejemplo de esto es el estudio del caso #24, 
donde a pesar de que el paciente tenía el rearreglo molecular MLL-MLLT10, el FISH no 
detectó la alteración de MLL. 
El empleo de FISH en el laboratorio como técnica de rutina para la detección de los 
rearreglos no fue siempre sencillo, ya que la disponibilidad de la sonda correspondiente 
no siempre se encuentra en el mercado con facilidad, lo que hace más relevante aún la 
necesidad de la puesta a punto y aplicación de la técnica de LDI-PCR en nuestro 
hospital. 
La incorporación de LDI-PCR como técnica de diagnóstico complementaria a las ya 





disponibles para el correcto diagnóstico de las LAI, permitiendo administrar una terapia 
más personalizada a los pacientes. Si bien LDI-PCR detectó la totalidad de las 
alteraciones, esta no es una técnica de elección primaria o única para el diagnóstico, no 
sólo por su complejidad, y requerimiento de personal altamente entrenado en técnicas 
moleculares para su desarrollo, sino porque como se describe en bibliografía 
internacional y se confirma con los resultados obtenidos en este trabajo, la mayoría de 
los pacientes infantes presentan rearreglos recurrentes que pueden ser detectados en 
varios casos por FISH, bandeo G y RT-PCR, obteniéndose resultados en tiempos más 
cortos. 
Además de su utilidad como técnica complementaria de diagnóstico, LDI-PCR fue 
puesta a punto y desarrollada fundamentalmente por ser la única herramienta que 
proporciona un blanco molecular específico de cada clon leucémico que puede ser 
utilizado para la determinación de la EMR, evaluando así, la respuesta al tratamiento in 
vivo.  
El empleo de LDI-PCR permitió caracterizar molecularmente los rearreglos de MLL en 
los todos los casos analizados, permitiendo conocer la secuencia de fusión específica del 
clon leucémico y de cada paciente en particular. La caracterización de estos rearreglos 
es fundamental en estos pacientes para poder determinar la EMR, como se mencionó 
antes, ya que como se muestra en los resultados la mayoría de estos pacientes con LLA 
presentan rearreglos de Ig/TCR adecuados para ser usados como blanco molecular. 
Incluso esta secuencia puede ser utilizada para el seguimiento de los pacientes infantes 






En este trabajo, se encontró que en los pacientes infantes con LLA, la alteración de MLL 
predominante fue el gen de fusión MLL-MLLT2, mientras que en los pacientes con 
LMA resultó ser el MLL-MLLT10. Este hallazgo probablemente podría estar 
relacionado con el número limitado de pacientes, ya que en bibliografía internacional se 
describe como más frecuente al gen de fusión MLL-MLLT3 (Meyer et al., 2006; 2009b; 
2013). Sin embargo, el hecho de encontrar que, 12 de los 13 infantes con el rearreglo 
MLL-AFF1, (92,3%) fueron menores a 6 meses de edad concuerda con los datos 
publicados en bibliografía internacional (Jansen et al., 2007). En este estudio Jasen 
describe al analizar los transcriptos de fusión en 133 infantes con LLA que el rearreglo 
MLL-AFF1 predominó en los infantes de menor edad, especialmente en los menores de 
6 meses de edad al momento del diagnóstico de la leucemia. 
Al analizar la distribución de los compañeros de fusión de MLL y los sitios de ruptura 
de los pacientes estudiados, se observa que en los infantes con LLA Pro-B, 
predominaron los rearreglos MLL-MLLT2, donde la zona frecuentemente involucrada en 
la ruptura y fusión es la del intrón 11. También se observó que en los pacientes, 
independientemente de la edad y el fenotipo de la leucemia, los sitios de ruptura en MLL 
ocurren mayoritariamente en secuencias intrónicas. Al analizar la distribución de los 
sitios de ruptura en los casos de LMA, se encontró que frecuentemente están 
involucrados los intrones 10 y 11.Estos resultados en conjunto, coinciden con los datos 
de la bibliografía internacional, donde claramente se describe que en los infantes la zona 
de MLL más afectada se encuentra en el SCI que involucra a los intrones 10 y 11.  
En los casos de LLA con fenotipo Pro-B las rupturas frecuentemente ocurrieron en el 
intrón 11, a diferencia de los Pre-B cuya distribución fue más heterogénea, involucrando 





Por otro lado, los resultados obtenidos, nos llevaron a incluir en el screening de LMA la 
búsqueda del transcripto de fusión MLL-MLLT10 por RT-PCR siendo de suma 
importancia en los casos de LMA sin otras anomalías recurrentes demostrables. 
En este trabajo describimos también, el caso de un paciente (caso #26) con una deleción 
11q23 evidenciada por el estudio citogenético convencional, en el cual mediante el 
estudio de LDI-PCR, pudo demostrarse la fusión entre el MLL y el MLLT4. Este 
hallazgo podría ser explicado debido a que la t(6;11) (q27;q23) puede resultar críptica y 
por lo tanto no ser detectable mediante el bandeo G al microscopio óptico.  
Dos casos (#3 y #10) tenían una traslocación compleja que involucra tres cromosomas, 
y en sólo uno de ellos fue posible detectar la alteración de la banda 11q23 por 
citogenética convencional. Sin embargo, en ambos casos, la alteración de MLL fue 
evidenciada por FISH, RT-PCR y por LDI-PCR. Este hallazgo refuerza la idea de que 
las técnicas citogenéticas y moleculares son útiles y complementarias para lograr el 
correcto diagnóstico de los pacientes. Como se puede observar, sin estos últimos 
resultados este paciente no habría sido considerado de mal pronóstico.  
Del total de casos analizados, en 2 de ellos se observó fusiones de splicing. Estas fueron 
generadas por la fusión a nivel genómico de la parte 5' del gen MLL con una región 
upstream del gen MLLT1. Como resultado por RT-PCR en ambos casos se detectó el 
ARNm funcional de MLL, en el cual el exón 5´del MLL resulta unido mediante splicing 
al exón 2 del gen compañero del MLL. Este es un mecanismo que ha sido descripto para 
la fusión MLL-MLLT1 (Meyer et al., 2007; 2009b). 
Si analizamos las rupturas de MLL de la población estudiada, encontramos que no hay 
asociación entre la distribución de los puntos de ruptura en el gen MLL y la edad de los 





pediátricos mayores a 1 año, encuentran que los puntos de rupturas en los intrones 10 y 
11 predominan en los primeros (Meyer et al., 2009b). La discrepancia observada puede 
explicarse no sólo por el número limitado de pacientes analizados, sino también por el 
hecho de que en este estudio se centró en los pacientes infantes y no en pacientes 
pediátricos mayores a 1 año. Tampoco se encontró asociación entre los sitios de 
recombinación dentro de MLL y el inmunofenotipo o la etapa madurativa de los blastos.  
Las traslocaciones cromosómicas recíprocas y balanceadas fueron los rearreglos 
citogenéticos más frecuentemente observados, detectándose en menor cantidad otras 
anomalías en el brazo largo del cromosoma 11, tales como deleciones, inserciones e 
inversiones. Estos resultados coinciden con los datos previamente publicados en 
bibliografía internacional (Meyer et al., 2009b). 
En cuatro de los casos analizados, se encontró que presentaban un cariotipo normal 
mediante bandeo G, mientras que en 3 de ellos, en el estudio de FISH realizado en 
núcleos en interfase, se encontró división de la señal. Esto podría deberse a la presencia 
de una anomalía cromosómica críptica o a una población clonal demasiado pequeña 
para ser detectada por la sensibilidad de los estudios citogenéticos convencionales, que 
es aproximadamente un 10% (2 metafases patológicas en 20 observadas). 
Como se dijo anteriormente, los pacientes con anomalías en MLL presentan un pobre 
pronóstico y son tratados en general de acuerdo a protocolos de alto riesgo (Harrison et 
al., 2010; Muntean et al., 2012). Acorde con esta información, en la población estudiada 
se encontró que la mayoría de los pacientes tuvo una baja probabilidad de sobrevida, 
debida especialmente a desarrollo de recaídas de la enfermedad y también a la 
ocurrencia de muertes durante la fase de inducción o en remisión completa, 





de inducción y un 18% de muertes en remisión completa. Catorce pacientes presentaron 
recaída de la enfermedad y 11 (32% del total) de ellos permanecen en remisión 
completa. Como era de esperar, no se encontró ninguna asociación entre la respuesta al 
tratamiento y evolución de los pacientes y el gen compañero de fusión involucrado en 
los rearreglos, lo que concuerda con los resultados publicados en el análisis del 
protocolo Interfant-99 (Pieters et al., 2007) donde se demuestra que en estos casos de 
leucemias todas las anomalías MLL confieren mal pronóstico, sin diferencias 
estadísticamente significativas para los diferentes genes de fusión.  
Con respecto a la cuantificación de la EMR por PCR en tiempo real utilizando los 
rearreglos de Ig/TCR como blanco molecular, es sabido que es un potente predictor de 
los resultados en el tratamiento de LLA. Esta útil herramienta para la determinación de 
la EMR en la mayoría de los casos de leucemias pediátricas, puede no ser aplicable a los 
pacientes infantes debido a la falta de rearreglos de Ig/TCR o a la presencia de 
rearreglos de Ig/TCR incompletos o de baja complejidad. Los rearreglos también 
pueden completarse o ser editados durante el tratamiento, dando lugar a resultados 
falsos negativos en la cuantificación de la EMR. Este hecho podría estar probablemente 
relacionado con la inmadurez de blastos leucémicos con MLL-r (Darlow et al., 2005). 
La caracterización de la secuencia de fusión a nivel genómico permite el diseño de 
primers específicos que reconozcan en cada paciente la secuencia de fusión del clon 
leucémico. B. Considerando la alta frecuencia de rearreglos de MLL de la población de 
infantes, los genes de fusión constituyen un excelente blanco molecular para la 
determinación de la EMR por varias razones, debido a que son específicos de cada clon 
leucémico, son estables en el tiempo, y permiten evaluar la respuesta a la terapia en los 






5.3. DETECCIÓN DEREARREGLOS INFRECUENTES POR RT-PCR 
A partir de los resultados obtenidos mediante LDI-PCR, se observó que 7 (58%) de los 
12 casos analizados con diagnóstico de LMA (FAB-M5) presentaron traslocaciones que 
involucraban al gen MLLT10. De ellos, mediante el empleo de la técnica de FISH se 
detectaron 6, pero sólo 1 había sido detectado por el estudio citogenético convencional 
de bandeo G. 
Por otro lado, cuando se analizó el caso #1 por LDI-PCR no fue posible la detección del 
rearreglo de MLL en forma directa, pero sabiendo que los resultados mostraban una 
fuerte asociación entre LMA-M5 y la presencia del rearreglo MLL-MLLT10, se decidió 
realizar la búsqueda del rearreglo por RT-PCR, obteniéndose un resultado positivo.  
En este paciente no ha sido posible detectar el gen de fusión MLL-MLLT10, 
seguramente debido a que el sitio de fusión podría encontrarse muy alejado de los sitios 
de restricción de la enzima BamHI. No obstante, cuando se realizó la búsqueda de 
rearreglos recíprocos mediante LDI-PCR, se encontró el rearreglo SVIL-MLL y no el 
esperado MLLT10-MLL. El gen SVIL se encuentra ubicado en el brazo pequeño del 
cromosoma 10, en 10p11, por lo cual es factible pensar en una alteración que involucre 
a MLL (11q23), MLLT10 (banda 10p12) y SVIL (10p11), con pérdida o recombinación 
del material genético. 
Estos resultados, sumado a la falta de disponibilidad de la sonda en varias 
oportunidades, condujeron a la incorporación de la búsqueda del trascripto de fusión 
MLL-MLLT10 al screening de LMA por RT-PCR en la en nuestro laboratorio. A tal fin 
se realizó la puesta a punto de dicha técnica de RT-PCR en las etapas iniciales de este 





La puesta a punto de la PCR para la detección de los transcriptos de fusión MLL-
MLLT4, MLL-MLLT6, MLL-MLLT11 y MLL-BTBD18 permitió ampliar el panel de 
búsqueda de las alteraciones de MLL en el laboratorio. Estas determinaciones no fueron 
incorporadas al screening de rutina de leucemias debido a su baja frecuencia, pero son 
realizadas con la finalidad de certificar el hallazgo de estas alteraciones infrecuentes, 
cuando las mismas son sospechadas debido a la observación de alteraciones 
citogenéticas en el bandeo G que involucran a las bandas cromosómicas en las que se 
encuentran ubicados estos genes. 
 
5.4. DETERMINACIÓN DE LA EMR MEDIANTE REARREGLOS DE MLL 
En el contexto del presente trabajo de tesis se sentaron las bases para la determinación 
de la EMR por PCR en tiempo real en los pacientes en los cuales se detectan 
alteraciones de MLL. Dicha puesta a punto resultó laboriosa y dificultosa. Los 
principales problemas hallados fueron: En primer lugar, para la PCR en tiempo real se 
decidió utilizar los PPE junto con la química de monitoreo basada en SYBR Green. La 
utilización de este fluoróforo como sistema de detección es más económica que las 
sondas específicas, sin embargo presenta varias desventajas, una de la más importante 
es que la señal emitida no siempre es específica, porque el fluoróforo emite 
independientemente de la identidad del amplicón del ADN obtenido. Por esta razón es 
necesario verificar la especificidad de la señal detectada, analizar la curva de 
disociación y comprobar que la señal de fluorescencia obtenida se deba sólo a la 
amplificación del blanco. En los experimentos ensayados se observó que la 
inespecificidad detectada en algunos casos imposibilitó realizar la correcta 
cuantificación de la EMR. Si bien cuando se ensayaron los PPE a través de PCR 





RQ-PCR se observó señal inespecífica en los controles que contenían un pool de ADN. 
También se observó que en varios casos en el CST ocurrió amplificación. Al analizar la 
curva de melting en estos casos donde la única fuente de ADN es la de los primers, se 
atribuyó esa señal a la formación de dímeros de PPE debido a su bajo Tm. 
A pesar de la alta inespecificidad detectada en algunos casos, en el análisis de las curvas 
de melting se encontró que el Tm de la señal específica fue marcadamente diferente al 
de la señal inespecífica, pudiendo ser diferenciadas con facilidad. Sin embargo, al 
graficar el incremento de la fluorescencia (delta Rn) en función de cada ciclo de PCR de 
las diluciones decimales seriadas ambas señales se superponen imposibilitando obtener 
una curva estándar que permita la correcta cuantificación.  
La detección de señal inespecífica en las curvas de RQ-PCR que no fue encontrada en la 
PCR convencional puede ser atribuida a la sensibilidad de la técnica, ya que la señal 
inespecífica, en la mayoría de los casos, comenzó a ser evidenciada entre la dilución 
5.10-4 y 10-4. Por otro lado, la inespecificidad detectada en este rango de diluciones 
disminuye notablemente el rango cuantitativo.  
Los rearreglos de MLL encontrados en este trabajo involucraron, en su gran mayoría 
(88,2%), a secuencias intrónicas. Estas secuencias cercanas al sitio de ruptura contienen 
numerosas repeticiones de un mismo nucleótido o repeticiones de una misma estructura 
nucleotídica, que si bien dificultó y limitó las posibilidades de diseño de PPE, no lo 
imposibilitó. Uno de los requisitos fundamentales de cada uno de los primers que 
compone el juego de PPE, es que reconozca la secuencia específica del gen blanco que 
se requiera detectar. Este requisito fue evaluado por alineamiento de secuencias 
mediante el programa BLAST y en todos los casos se obtuvo un alto porcentaje de 





intrónicas en la práctica y con SYBR Green resulta muy difícil no detectar cierto grado 
de inespecificidad. 
Una posible solución a este problema es utilizar sondas marcadas con fluoróforos, que si 
bien tienen un mayor costo comercial, de acuerdo con la bibliografía permiten 
solucionar el problema de la inespecificidad y obtener resultados con alta sensibilidad.  
Uno de los inconvenientes que se presentan en la utilización del sistema de sondas en la 
determinación de la EMR por rearreglos de MLL en los infantes es el económico, 
debido a que se debe disponer de una sonda por paciente y este hecho representa un 
costo muy oneroso para nuestra salud pública. Por otro lado, resulta importante que 
tener en cuenta que los pacientes infantes desarrollan complicaciones relacionadas a la 
leucemia o con la toxicidad del tratamiento y que en la mayoría de los casos provoca la 
muerte del paciente (reflejado en las curvas de sobrevida de los infantes). El hecho de la 
rápida evolución de la enfermedad junto con las complicaciones relacionadas, provoca 
que muchas veces los infantes no lleguen con vida a los tiempos de control de 
tratamiento donde debería ser evaluada la EMR. Por estas razones, no parece probable 
que en caso de detectar enfermedad mínima residual pudiera intensificarse el 
tratamiento, sino más bien debería enfocarse a disminuir la intensidad del mismo en 
aquellos pacientes con EMR indetectable.  
Debe tenerse en cuenta que sería muy beneficioso para este grupo de pacientes 
profundizar en la búsqueda de nuevos factores pronósticos para adecuar el tratamiento y 
así disminuir el porcentaje de pacientes que fallecen antes de llegar a ser evaluada la 






5.5. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE FUSIÓN DE LOS REARREGLOS 
RECÍPROCOS 
En los 9 casos en los que se buscaron los rearreglos de MLL en forma directa y 
recíproca, excluyendo al caso #1 y #19 por encontrarse sólo el rearreglo recíproco, al 
analizar la zona de la secuencia de fusión se encontró que la fusión puede ocurrir con 
secuencias anteriores o posteriores al punto de ruptura. A partir de la base bibliográfica, 
lo esperado era encontrar en todos los casos que la fusión ocurra con secuencias 
posteriores. Interesantemente, esto ocurrió en 6 de los casos analizados, mientras que en 
3 casos ocurrió lo opuesto. La fusión ocurrió en secuencias de ADN anteriores al sitio 
de ruptura. Probablemente existan traslocaciones con microdeleciones que no pueden 
ser observadas por las técnicas citogenéticas, las cuales a veces ocurren en MLL (casos 
# 5, 17, 20, 21 y 22) y a veces en el compañero de fusión (casos #6, #14, #16 y #29) 
Al analizar las secuencias de fusión de los 34 casos estudiados por LDI-PCR se observó 
que entre la secuencia del sitio de ruptura de MLL y la secuencia de fusión de su 
compañero existían nucleótidos que no pertenecen a ninguno de los dos genes 
involucrados. Si bien la presencia de estos nucleótidos no puede ser explicada con 
certeza, se sabe que el mecanismo de ruptura y fusión de los genes podría involucrar 
diferentes enzimas que adicionen estos nucleótidos para la enmienda de la hebra de 
ADN una vez que se separa producto de la ruptura, sin necesidad de utilizar una 
secuencia molde. Otra posibilidad podría ser que se utilice como molde el transcrito 
primario de cada gen ya aún que contiene la secuencias intrónicas y de esta manera 






5.6. REARREGLOS DE Ig/TCR EN LEUCEMIA AGUDA CON 
ALTERACIONES EN MLL 
La detección de los rearreglos de Ig/TCR se realizó a 17 de los 34 pacientes con 
diagnóstico de LLA y alteraciones del MLL. La búsqueda de este tipo de rearreglos es 
un procedimiento realizado generalmente en los pacientes con diagnóstico de LLA en el 
laboratorio de Hematología y Oncología del Hospital, con la finalidad de ser utilizados 
para la cuantificación de la EMR. Dado que este tipo de estudios se encuentran 
estandarizados para el seguimiento de EMR de pacientes con LLA, en el presente 
trabajo de tesis se excluyó de esta determinación a los pacientes con diagnóstico de 
LMA y alteraciones del MLL. Se han descripto casos de LMA con rearreglos de 
Ig/TCR, pero su baja frecuencia hace que no sean un blanco molecular muy buscado. El 
hallazgo de al menos 1 rearreglo en 13 de los 17 pacientes explica que este tipo de 
estudios constituya una herramienta sin la utilidad y aplicabilidad suficiente para el 
seguimiento de los pacientes con leucemias con MLL anormal, debido a que los 
protocolos para la determinación de la EMR establece como requisito la posibilidad de 
contar con al menos 2 rearreglos para el seguimiento óptimo de estos casos, 
considerando que en el seguimiento de estos pacientes se ha observado el fenómeno de 
evolución clonal, con la consiguiente pérdida de los mismos. Teniendo en cuenta ese 
requisito, el número de pacientes factibles de ser analizados para EMR el seguimiento 
se limita a 4 (23,5%).  
En la mayoría de los casos en que se encontraron rearreglos de Ig correspondieron a 
linfoblastos de LLA en estadío madurativo Pre-B (47,8%). Si bien, el estadio de 
maduración del linfocito B en el que expresa la cadena pesada es el Pre-B y el de la 
cadena ligera es el B maduro, en los casos analizados se encontró que de los 5 casos en 





B. Los Linfocitos Pro-B tienen 2 etapas, el Pro-B temprano en el que se establece el 
primer rearreglo del ADN entre los segmentos génicos D-J en los dos cromosomas de la 
cadena pesada (H), y luego la etapa de Pro-B tardía donde se recombina el segmento 
variable (V) con el producto recombinado de los segmentos D-J. Podría especularse que 
este blasto se encontraría en su tránsito madurativo a estadios más maduros pero 
manteniendo marcadores de inmadurez consecuencia del asincronismo madurativo. Es 
posible observar en leucemias este asincronismo madurativo. 
Este hallazgo de rearreglos en los casos de LLA con estadíos de maduración más 
avanzados en la ontogenia B, apoya la idea de que en las LLA con alteraciones del 
MLL, que son más frecuentemente Pro-B, pueden no haber logrado generar dichos 
rearreglos al momento del desarrollo del evento leucemogénico.  
En la determinación de los rearreglos del TCR se encontró que en el 47% de los casos 
analizados tenían al menos un rearreglo en los genes que codifican para este receptor. 
Esta resultado demuestra que los linfocitos B rearreglan los genes del TCR a pesar de 
no expresarlos, probablemente debido a su detención en la maduración en una fase en la 
cual existe actividad de las proteínas que constituyen la maquinaria de recombinación 
génica V(D)J. Como era de esperar en el caso de la leucemia con fenotipo T 
correspondiente a un paciente de 2,1 años de edad, se encontró que los blastos tenían 
rearreglado los genes de los 3 tipos de genes TCR: beta, gamma y delta.  
En los casos en que se encontraron rearreglos de Ig/TCR, la mayoría de los pacientes 
tenían menos de 6 meses de edad, con mayor frecuencia de rearreglos completos de 
IGH con blastos en estadío madurativo Pre-B. Mientras que la mayoría de los pacientes 





resultado era el esperado debido a que es razonable que a mayor estadio madurativo 
mayor cantidad de rearreglos completos. 
El hallazgo del predominio de rearreglos de IGH completos en la población de infantes 
no coincide con los datos publicados en bibliografía internacional (Jansen et al., 2007) 
donde se describe que los infantes con LLA menor de 6 meses presentan un patrón de 
Ig/TCR inmaduro caracterizado por alta prevalencia de rearreglos IGH incompletos esto 
puede ser debido al pequeño tamaño de la cohorte analizada, pero si coincide con la baja 
frecuencia de rearreglos completos de los genes IGH, IGK y TCRD en Pro-B.  
 
5.7. REARREGLOS DE MLL EN LEUCEMIAS B MADURAS  
Las leucemias agudas generalmente muestran una buena correlación entre morfología, 
inmunofenotipo y alteraciones citogenéticas o moleculares. La ocurrencia de anomalías 
de MLL en LLA con fenotipo B maduro sin morfología FABL3 es claramente un 
hallazgo inusual y debe ser reportado y revisado con el fin de lograr una mejor 
comprensión de estos casos. 
En la Tabla 27 se muestran resumidas las características de 14 casos publicados hasta la 
actualidad referidos como "LLA B madura", los cuales presentaban morfología FAB-
L1-L2, con rearreglos del gen MLL y sin anomalías en c-myc obtenidos del análisis de 
los reportes en la literatura Esta descripción difiere de la clásica morfología FAB-L3 
con anomalías en c-myc, que es la comúnmente observada durante la fase leucémica del 
linfoma de Burkitt o de otros linfomas B maduros no Hodgkin (LNH). Nueve de los 14 
casos descriptos presentaron la t(9;11)(p21-22;q23), 1 con el rearreglo molecular MLL-





generando el transcripto de fusión MLL-FOXO4 y en 3 casos se detectaron anomalías de 
MLL sólo por FISH.  
En cuanto al inmunofenotipo, 9 casos mostraron restricción de Ig de cadena liviana 
lambda y 5 de cadena kappa. CD10 fue expresado en 3 pacientes mientras que la enzima 
TdT fue detectada en dos casos, y solamente en un caso la expresión CD34 fue positiva. 
En 8 de los casos fue expresado el CD20, mientras que todos ellos expresaron CD19, 
IgM citoplasmática e Ig de superficie. 
En este trabajo de tesis se describen 3 casos adicionales de LLA B madura en pediatría 
recién diagnosticados que muestran la misma asociación de hallazgos 
inmunofenotípicos y moleculares. Estos nuevos casos presentados, muestran una masiva 
infiltración de la médula ósea y mala respuesta al tratamiento, como se observa 
comúnmente en los infantes con LLA y MLL-r. 
La translocación t(9;11) y t(10;11) con sus respectivos transcripciones de fusión MLL-
MLLT3 y MLL-MLLT10 se asocian con mayor frecuencia a la LMA, tanto en infantes 
como en pacientes pediátricos mayores de 1 año, mientras que la t(4;11) y la t(11;19) o 
sus transcriptos de fusión MLL-AFF1 y MLL-MLLT1 son los rearreglos recurrentes más 
frecuentemente encontrados en LLA de infantes (Borkhardt et al., 2002). 
Interesantemente, como se muestra en la Tabla 27. 
El análisis de los 3 pacientes con LLA B madura estudiados en este trabajo de tesis 
mostró dos casos de LLA con cariotipo complejo, uno de los cuales presentó una 
ins(10;11)(p12;q23q13) y otro con el rearreglo MLL-MLLT1. No hemos encontrado en 
la literatura otros casos de LLA pediátrica con fenotipo B maduro y expresión del 





En cuanto al perfil inmunofenotípico, encontramos una expresión variable de antígenos 
de inmadurez: el caso #1 expresó todos ellos, el caso #2 fue TdT negativo, pero positivo 
para CD34 y parcialmente positivo para CD10, mientras que el marcador del estadío B 
maduro CD20 estuvo presente en 2 casos, siendo en uno de ellos parcialmente 
expresado. Comparando el inmunofenotipo de los 3 pacientes incluidos en este estudio 
con los casos reportados previamente en bibliografía internacional, la presencia de los 
antígenos de inmadurez pareciera ser más frecuente en nuestros pacientes, quizás pueda 
deberse a la edad de los pacientes, o bien a la pequeña cantidad de casos analizados. Por 
otra parte, y coincidiendo con los casos publicados, donde se observa un predominio de 
restricción de la cadena liviana lambda, los pacientes presentados en este trabajo 
mostraron también restricción de cadena lambda. En nuestra experiencia con el 
"clásico" LNH con fenotipo B maduro (Hospital Garrahan, n= 105 casos pediátricos, 
datos no publicados) encontramos igual distribución en la restricción de la cadena kappa 
y lambda y la presencia de expresión de CD20 en todos ellos. Con respecto a la 
presencia de antígenos de inmadurez en esta cohorte de pacientes con LNH, 4 de 34 
pacientes analizados eran CD34 positivo, 49 de 72 expresaron CD10 y sólo 1 de 40 
casos analizados expresaron TdT. Es de destacar que en este grupo inusual de pacientes, 
encontramos un perfil de expresión de antígeno específico basado en la restricción de 
cadena ligera y en la expresión de antígenos de inmadurez, al compararlos con otras 
LLA B maduras con alteraciones en c-myc.  
Por otra parte, este grupo también se diferencia de los casos de LLA de precursor B con 
rearreglos del MLL, cuyos blastos muestran mayormente un fenotipo Pro-B o con muy 
poca frecuencia B común o estadío Pre-B, con la expresión de antígenos mieloides y 
NG2. Por lo tanto, a pesar de la pequeña cantidad de casos, este conjunto de pacientes 





Es importante destacar la importancia de la aplicación de todas las técnicas disponibles 
destinadas a alcanzar un diagnóstico completo de la LLA, con el fin de identificar a 
estos casos inusuales de esta patología. En el caso de este grupo particular de LLA B 
maduras con alteraciones de MLL, que no presentan una morfología característica de 
LLA B madura, la clave para la detección de los mismos es la realización de un panel 
completo de marcación del inmunofenotipo por citometría de flujo, con la finalidad de 
definir claramente el estadio de maduración de los blastos, más allá de las características 
clínicas del paciente y de la morfología de los blastos. 
Teniendo en cuenta que las traslocaciones de MLL pueden implicar a 79 genes 
asociados con más de 121 rearreglos diferentes descriptos (Meyer et al., 2013), los 
estudios de FISH son cruciales al momento del diagnóstico con el fin de identificar las 
anomalías de MLL al comienzo del tratamiento. Sin embargo, como la técnica de FISH 
no cumple con la sensibilidad adecuada para la determinación de la EMR, es 
fundamental realizar estudios moleculares, citogenéticos y de citometría de flujo para el 
diagnóstico preciso y el seguimiento de los pacientes. 
En sérielos pacientes incluidos en esta serie, la elección del tratamiento se basó en todos 
los casos, en la edad del paciente al momento del diagnóstico y el status del gen MLL. 
Por esta razón, los 3 pacientes fueron tratados con el protocolo para infantes (Interfant-
99) (Pieters et al., 2007). Sin embargo, el resultado obtenido en estos casos fue pobre. 
De los tres casos descriptos, 2 presentaron recaídas tempranas de la enfermedad a 4 y 21 
meses desde su diagnóstico y sólo 1 de ellos ha finalizado el tratamiento y permanece 
vivo y libre de enfermedad a 33 meses desde su diagnóstico. 
De los 14 casos publicados anteriormente, solo existen datos sobre el tratamiento 





recayeron, mientras que de 5 tratados con diferentes Protocolos, se observaron 2 
recaídas.  
Teniendo en cuenta los malos resultados obtenidos en general, en este grupo de 
pacientes, se podría especular que este subtipo especial de leucemias necesita un 
esquema de quimioterapia diferente al actual. Posiblemente una intensificación de la 
fase inicial del tratamiento, similar a la utilizada en los protocolos de LNH, seguida de 
una fase de mantenimiento con bloques de altas dosis de quimioterapia similares a los 
usados para LLA de alto riesgo podría ser efectiva para evitar la recaída de la 
enfermedad. 
El resultado del estudio de estos casos resulta valioso para entender a este tipo de 
leucemia, además, debido a que la mejor estrategia de tratamiento para estos casos aún 
no es clara, los datos aportados en esta tesis pueden ayudar al planteo de nuevos 






Tabla 27. Principales características inmunofenotípicas, citogenéticas y moleculares 
encontradas en todos los casos publicados de LLA B maduro con MLL-r. 
 
Nota: En el formato electrónico esta tabla se muestra al final del capítulo de discusión 















RC: Remisión completa;  MPE: Muerte por la enfermedad; ND: no disponible; TCC (transplante de 
células de cordón), Rec (recaída), ESA (Enfermedad sistemica por adenovirus), TCCNR (transplante de 
sangre de cordon dador no relacionado), IA (Infección por adenovirus), Test (testicular), BFM (protocolo 
derivado del BFM), 2nd QT (segunda línea de quimioterápia), HE (hepatoesplenica) MO: medulla ósea. 
** La alteración en MLL fue observada en la recaída. El cariotipo al momento del diagnostico (DX) fue 
normal. El estudio de FISH no fu realizado. 1- (Tsao el at., 2004). 2- (Frater at al., 2004). 3- (Blin et al., 
2008). 4-(Behm et al., 1995). 5- (Lorenzana et al., 1991). 6- Li et al., 2003). 7- [Hsi (abstract) Society of 
Hematopathology / European Association of Hematopathology Workshop Pediatric hematopathology 
cases]. 8- [Lorsbach (abstract) Society of Hematopathology / European Association of Hematopathology 







5.8. MLL Y LEUCEMIAS AGUDAS CON CAMBIOS DE LINAJE 
Se han observado casos de LLA Pre-B con alteración en MLL que sufrieron cambios de 
linaje de LLA a LMA, particularmente al linaje monocítico (Rossi et al., 2012). Uno de 
los 34 casos analizados por LDI-PCR en el presente trabajo de tesis presentó cambio de 
linaje (caso #21). Probablemente este cambio de linaje pudo haber sido producto de la 
selección causada por la quimioterapia aplicada durante la inducción. Este cambio de 
linaje corresponde a un paciente con diagnóstico de LALA (mieloide y B), en el que 
podría descartarse el hecho de que sea una segunda enfermedad maligna debido a que el 
paciente presento el cambio de linaje al final de la etapa de inducción, ósea un tiempo 
muy cercano al diagnóstico. Para poder afirmar esto suposición, sería conveniente 
determinar si este blasto presenta el mismo rearreglos MLL-AFF1 a nivel genómico 
confirmando la presencia de la misma población de blastos, ya que al momento del 
diagnóstico no presento ningún rearreglo de Ig/TCR. Otra posibilidad, podría ser que el 
cambio de linaje sea debido a la reprogramación de la célula pluripotente maligna. 
Con respecto a los cambios de linaje en las leucemias con fenotipo B maduro, y 
teniendo en cuenta la existencia de 1 solo caso de 14 descriptos que cambió de LLA a 
LMA (Tabla 27), se podría sugerir que este evento en particular es poco frecuente en 
estos casos con fenotipo B maduro y alteraciones en MLL. Ninguno de nuestros casos 
analizados que recayó presentó cambio de linaje. Aunque hay que tener en cuenta que 
recayeron durante las primeras fases del tratamiento. En nuestra experiencia, el cambio 
de linaje en LLA Pre-B con MLL-r ocurre en aproximadamente el 10% de los casos 








5.9. MUTACIONES DEL GEN FLT3 
Las mutaciones FLT3-ITD son relativamente infrecuentes en los pacientes infantes con 
LMA o LLA. De las 33 muestras con material disponible para la búsqueda de estas 
mutaciones del grupo de infantes en ninguna se detectó este tipo de mutaciones, 
mientras que la situación fue diferente para la búsqueda de mutaciones FLT3-TKD, las 
cuales fueron detectadas en aproximadamente el 15% de los pacientes estudiados con 
leucemias con rearreglos de MLL. 
Las mutaciones en FLT3, ya sean FLT3-ITD o FLT3-TKD, han sido asociadas a mal 
pronóstico en pacientes pediátricos con LMA, aunque no existen datos contundentes 
que asocien estas mutaciones con mal pronóstico en infantes, posiblemente debido a que 
se trata de un tipo de leucemia poco frecuente, y a que su pronóstico en general es 
pobre, por lo cual es difícil identificar subpoblaciones en este grupo de leucemias. Por 
otro lado, hay que tener en cuenta si bien en los infantes con LLA la frecuencia de estas 
mutaciones también es baja, es más frecuente la sobreexpresión del receptor FLT3 en 
estado germinal (Armstrong et al., 2002). 
La detección de las mutaciones en FLT3 permitió identificar a 5 pacientes de los 33 
analizados que no serían candidatos a responder a la terapia con nuevas drogas 
inhibidoras de FLT3 y plantea la posibilidad de realizar la búsqueda de estas mutaciones 
a todos los infantes para poder relacionarla con la sobrevida de los pacientes. También 
sería conveniente evaluar el nivel de expresión de FLT3 germinal en los pacientes 
infantes a fin de ampliar el conocimiento que se tiene sobre este tipo de leucemia tan 
agresiva.  
La posibilidad de evaluar el nivel de expresión de FLT3, junto con la determinación de 





definición de los grupos de riesgo o que permita aportar datos para evaluar si estas 
alteraciones podrían ser consideradas como factor de mal pronóstico en estos pacientes. 
En los resultados encontrados se observó que de los 5 pacientes que presentaban FLT3-
TKD, 3 recayeron y murieron por complicaciones de la enfermedad. 
El análisis de las mutaciones de FLT3 en este trabajo de tesis, a pesar de realizarse con 
cohorte pequeña, muestra la necesidad de buscar otros factores pronóstico que permitan 
una mejor estratificación de los pacientes infantes y así adecuar la terapia a administrar 
o buscar otras acciones terapéuticas que permitan la mejor evolución de los pacientes. 
Por otra parte, la detección de estas mutaciones permite su empleo en el seguimiento de 
los pacientes con leucemias que han sido trasplantados, a través de la identificación y 
cuantificación de los transcriptos de FLT3 mutados por RQ-PCR, o seguimiento de la 
EMR utilizando como blanco molecular la secuencia mutada. En el primero de los casos 
hay que tener en cuenta que se trabaja que un material poco estable como es el ARNm, 
el cual depende de la expresión del transcripto. Ambas desventajas pueden llevar a 
resultados falsos negativos cuando el paciente se encuentra sometido a la terapia, ya que 
muchas veces durante la misma el clon leucémico puede entra en “estado de 
quiescencia” donde no hay transcripción génica pero la presencia del clon es real. En el 
segundo caso, la aplicación presenta algunas desventajas respecto la de la utilización de 
los rearreglos de Ig/TCR o genes de fusión, como por ejemplo el hecho de que estas 
mutaciones no son específicas del paciente, como se puede observar en los resultados de 







5.10. MUTACIONES DEL GEN GATA-1 
Las patologías hematológicas asociadas a las mutaciones del gen GATA-1 se presentan 
en una edad temprana y por ello se especula que estas alteraciones se originarían intra-
útero, en algún momento del desarrollo fetal. También concuerda con esta teoría el 
hallazgo de hepatomegalia, observada en todos los casos de MAT analizados al 
momento del diagnóstico, ya que el hígado cumple un rol primordial durante la 
hematopoyesis fetal. 
La presencia de la trisomía del cromosoma 21 en los pacientes con síndrome de Down 
es considerada como el primer evento o alteración genética, predisponiendo a las células 
hematopoyéticas a la adquisición de mutaciones en el gen GATA-1 que explicarían la 
aparición del síndrome de MAT, aunque se desconoce la fisiopatogenia de la remisión 
espontánea observada. 
Los estudio de las mutaciones en GATA-1 en nuestra población de pacientes fue 
reportada en 2013 (Mansini et al., 2013). Las mutaciones en GATA-1 fueron detectadas 
en todos los pacientes con diagnóstico de MAT analizados. Con respecto a uno de los 
pacientes descriptos con diagnóstico de MAT que remitió espontáneamente y 9 meses 
más tarde desarrolló LMCA, si bien hemos comprobado la existencia de la misma 
mutación en GATA-1 en ambas muestras, el análisis citogenético muestra la adquisición 
de nuevas anomalías por parte del clon leucémico. Estos hallazgos fortalecen la teoría 
de que ambos cuadros involucren a la misma población de células hematopoyéticas y 
sugiere que la evolución de MAT a LMCA sería consecuencia de la adquisición de 
mutaciones adicionales.  
El hecho de no haber encontrado mutaciones en GATA-1 en uno de los pacientes con 





sus secuencias intrónicas flanqueantes, zona en la cual se describieron la mayoría de las 
mutaciones publicadas. Sin embargo, en series con mayor número de pacientes han sido 
descriptas mutaciones en el intrón 1 y en el exón 3 en el 4% de los casos (Alforfd et al. 
2011).  
La presencia de mutaciones en GATA-1 esta descripta como propia de las 
proliferaciones de megacarioblastos de infantes con SD ya que no hemos detectado 
mutaciones en ninguno de los grupos de pacientes estudiados adicionalmente. No 
obstante, otros autores describen casos esporádicos que contradicen estos hallazgos. 
Rainis y colaboradores detectaron la misma mutación en GATA1 en dos gemelos 
monocigóticos sin SD que posteriormente desarrollaron LMCA cuyos blastos habían 
adquirido la trisomía 21 (Rainis et al., 2003). Por otro lado, Hama y colaboradores han 
publicado la detección de mutación en GATA-1 en uno de 12 pacientes sin SD con 
LMCA (Hama et al., 2011). Considerando los hallazgos de nuestro estudio y los 
reportes de la bibliografía internacional, resultaría de interés realizar el estudio de las 
mutaciones en GATA-1 en muestras de pacientes sin SD con diagnóstico de LMCA para 
conocer su frecuencia y analizar su posible significado clínico.  
El SD se caracteriza por presentar elevados niveles de estrés oxidativo producto del 
incremento en el número de copias de genes ubicados en cromosoma 21 (Irizarry y 
Hyman, 2003; Pallardó et al., 2006). El desequilibrio de las especies reactivas de 
oxígeno en las células causa daño oxidativo en el ADN pudiendo ser clave para la 
adquisición de mutaciones en los infantes con SD, los cuales presentan deficiencia en 
los mecanismos de reparación del ADN (Raji y Rao, 1998).   
Estos resultados dieron como resultado el primer trabajo realizado en Argentina en una 





con SD y diagnóstico de MAT y/o LMCA. Si bien la población estudiada en el presente 
trabajo es pequeña, la frecuencia de mutaciones encontrada coincide con la publicada 
por otros grupos de investigación en bibliografía internacional (Groet et al., 2003; 
Kanezaki et al., 2010; Alford et al., 2011). La alta frecuencia de mutaciones encontrada 
en neonatos con SD y MAT sugeriría la conveniencia de investigar su presencia en 
todos los neonatos con SD a fin de individualizar a aquellos pacientes con riesgo 
aumentado de presentar MAT y/o LMCA, los cuales deberían ser controlados 
clínicamente en forma más rigurosa respecto a aquellos neonatos con SD que no las 
presentan. Además, la evaluación seriada de las mutaciones detectadas permitiría 
monitorear los pacientes con MAT para comprobar la cinética de desaparición del clon 
preleucémico y predecir en forma temprana una eventual progresión a LMCA (Figura 
46).  
 
Figura 46. Hipótesis de la cinética de los blastos como parámetro pronóstico en los recién nacidos con 
SD. Luego del nacimiento el diagnóstico de MAT es realizado en base a estudios citológicos de los 
extendidos de sangre periférica (área sombreada de la izquierda). La remisión morfológica es alcanzada 
en la mayoría de los casos luego de que el clon descienda por debajo del umbral de sensibilidad de la 
detección microscópica. En la mayoría de los casos el clon continúa disminuyendo (línea de trazos). En 
algunos casos los blastos de la MAT persisten a nivel submicroscópico (línea continua) y tras la 
adquisición de mutaciones adicionales dan lugar a la aparición de la LMCA (área sombreada a la 
derecha). De acuerdo con esta hipótesis, las mutaciones GATA-1 específicas del clon pueden ser 
utilizadas para determinar la cinética de desaparición de los blastos de la MAT y para estimar el riesgo 
de posterior desarrollo de LMCA en recién nacidos con DS y diagnóstico de MAT. (Adaptado de Hitzler 
J. y Zipursky A., 2005) 
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Algunos autores plantean evaluar la posibilidad de administrar medidas de prevención 
en estos pacientes, como por ejemplo la administración preventiva de bajas dosis de 
quimioterapia (Al-Ahmari et al., 2006). Sin embargo, este tipo de medidas es muy 
cuestionada actualmente debido a los efectos adversos de la quimioterapia, ya que no se 
ha demostrado eficacia de este tipo de medidas y a que, en caso de desarrollar el cuadro, 
estos pacientes presentan en general muy buena respuesta al tratamiento quimioterápico 
con buenas probabilidades de sobrevida.  
Desde nuestro punto de vista, el tratamiento de la MAT en pacientes con SD debería ser 
reservado para los casos que se presenten con complicaciones clínicas que ponen en 
riesgo la vida del paciente; tanto aquellas que se asocian con el alto recuento 
leucocitario como aquellas que se presenten con compromiso orgánico por fenómenos 
fisiopatológicos inherentes a la patología. 
Es importante considerar la edad de presentación del cuadro clínico, que constituye un 
dato relevante para realizar el diagnóstico diferencial entre MAT y LMCA, debido a que 
el 80% de los casos de MAT resuelven espontáneamente antes de los 3 primeros meses 
de vida sin necesidad de tratamiento. Si bien el diagnóstico de MAT se basa en 
características clínicas y hematológicas del paciente, y fundamentalmente en la 
evolución a la remisión espontánea del paciente, la certificación de la presencia de 
mutaciones en GATA-1 por técnicas de biología molecular podría en un futuro 
considerarse diagnóstico de MAT en aquellos pacientes con SD sin manifestaciones 
clínicas y/o hematológicas. 
Por otro lado, las mutaciones en GATA-1 por ser específicas del clon megacariocítico, 
por ser marcadores clonales estables en el tiempo y por poder ser detectadas con una 





determinación de la EMR (Hitzler et al., 2003; Mundschau et al., 2003; Rainis et al., 
2003; Pine et al., 2005). 
El presente trabajo ha permitido confirmar la alta frecuencia publicada para las 
mutaciones en GATA-1 en los neonatos con SD y MAT y/o LMCA. El conocimiento de 
estas mutaciones contribuirá a una mejor comprensión de los mecanismos 
leucemogénicos asociados a estas patologías en los niños con SD, lo cual favorecerá la 






Tabla 27. Principales características inmunofenotípicas, citogenéticas y moleculares encontradas en todos los casos publicados de LLA B maduro con MLL-r. 
Ref. Edad/Sexo FAB 
Alteración citogenética 
molecular 
CD10 CD34 TdT CD20 cIgM sIg Tratamiento Evolución 
1 4m/M L1-L2 t(9;11)(p21;q23) N N N ND +/- +/lambda Interfant-99 RC/Rec cambio de linaje/MPE  
1 8a/F L1-L2 t(9;11)(p21;q23) N N N +/- + +/lambda Interfant-99 RC/TCC/Rec/PPE 
2 11m/F L1-L2 MLL FISH+ N ND N +/- ND +/kappa COG-P9407 RC 4m 
3 13m/F L1-L2 
46,xx[14].ish 
 t(9;11)(p21;q23) 
N N N ND + +/kappa BFM+FRALLE 2000 CRC/36m EMR negative 
3 23m/F L1-L2 
46,XX[4]/46,XX 
t(9;11)(p21-22;q23)[12] 
N N N + + +/lambda Grupo C LMB 89 trial 
RC/Rec  en SNC,HE y MO/2da línea de 
QT  /ISA/falleció 
3 8m/M L1-L2 
46,XY[10].ish 
t(9;11)(p22;q23)[15] 
N N N N + +/kappa Interfant -99 
RC/Rec en testiculos/2da línea de QT + 
TCCNR/IA/falleció 
3** 16m/F L1-L2 
Dx: 46, XX[30] 
Rec: 46,XX,t(9;11)(p22;q23)[30] 
P N N P P +/kappa BFM+EORTC 02 
RC/Rec en MO y SNC/2da línea de QT 
COPRAL/RC 52m 
4 5m/M L1-L2 
46,XX[20].ish add(11)(q23)[20]  
BM: MLL-MLLT10 
N N N p p +/lambda Interfant-99 RC 46m 
5 ND/ND L1 t(9;9)(9;11)(p24;q22?p21;q23) ND ND P ND P +/lambda ND RC  
6 8a/F L1 t(9;11)(p21-22;q23) N ND P P P +/lambda ND MPE/9 meses 
7 12m/F L1 11q23 FISH+ N N N P ND +/lambda CCG ALL protocol 91 RC 4 m 
8 5m/F ND 11q23FISH+ N P N N P +/lambda ND RC/3,5 a 
9 12m/F L1 t(9;11)(p22;q23) P N N P P +/lambda ND ND 
10 6s/F L1 46,XX,t(X;11)(q13;q23) P N N ND P +/kappa 
Protocolo para 
Precursor B de LLA 
muerte por sepsis a la 5ta semana de la 





RC: Remisión completa;  MPE: Muerte por la enfermedad; ND: no disponible; TCC (transplante de células de cordón), Rec (recaída), ESA (Enfermedad sistemica por 
adenovirus), TCCNR (transplante de sangre de cordon dador no relacionado), IA (Infección por adenovirus), Test (testicular), BFM (protocolo derivado del BFM), 2nd QT 
(segunda línea de quimioterápia), HE (hepatoesplenica) MO: medulla ósea. ** La alteración en MLL fue observada en la recaída. El cariotipo al momento del diagnostico (DX) 
fue normal. El estudio de FISH no fu realizado. 1- (Tsao el at., 2004). 2- (Frater at al., 2004). 3- (Blin et al., 2008). 4-(Behm et al., 1995). 5- (Lorenzana et al., 1991). 6- Li et al., 
2003). 7- [Hsi (abstract) Society of Hematopathology / European Association of Hematopathology Workshop Pediatric hematopathology cases]. 8- [Lorsbach (abstract) Society of 











1. Se logró la puesta a punto de la técnica de LDI-PCR en el laboratorio de biología 
molecular del Servicio de Hematología y Oncología del Hospital de Pediatría Garrahan. 
2. La incorporación de la técnica LDI-PCR para la detección de alteraciones en el gen MLL 
permitió ampliar la disponibilidad de las técnicas de diagnóstico existentes en nuestro 
hospital y en nuestro país; no sólo aplicable al estudio de la población de infantes sino que 
también para los pacientes pediátricos en general.  
3. La implementación de la LDI-PCR para la caracterización de los rearreglos del gen MLL 
en nuestro hospital logró complementar la técnica de caracterización de los rearreglos de 
Ig/TCR utilizada en nuestro servicio, permitiendo ampliar la detección de nuevos blancos 
moleculares para la determinación de la EMR, especialmente en aquellos pacientes que no 
presentan rearreglos de Ig/TCR. 
4. A partir de los resultados obtenidos  mediante LDI-PCR se amplió el panel de screening 
de leucemia aguda por RT-PCR en nuestro hospital, siendo de fundamental importancia en 
los casos de LA donde no se dispongan de los resultados de los estudios citogenéticos. 
5. La LDI-PCR permitió detectar un nuevo compañero de fusión de MLL nunca antes 
descripto contribuyendo al conocimiento internacional sobre leucemias de infantes con 
rearreglos de MLL.  
6. Se sentaron las bases para la realización de la determinación de la EMR utilizando los 





con sondas marcadas ya que el empleo de SYBR Green como sistema de detección no es 
una buena opción, debido a que generalmente los rearreglos ocurren en secuencias 
intrónicas con repeticiones frecuentes lo que dificulta la obtención de adecuada 
especificidad y rango cuantitativo.  
7. La detección de mutaciones en el gen FLT3 permitió identificar un grupo de pacientes 
que son candidatos a la administración de terapia con inhibidores de FLT3. Por lo que la 
aplicación sistemática de la búsqueda de estas mutaciones en los infantes permitirá 
personificar más eficazmente la terapia de tratamiento. 
8. El estudio de la frecuencia y características de las mutaciones en el gen GATA-1 en los 
pacientes con SD con diagnóstico de MAT y/o LMCA permitió confirmar la alta frecuencia 
de estas mutaciones en esta población, permitiendo identificar un grupo muy particular de 
pacientes con SD que tiene riesgo incrementado a desarrollar LMCA. 
9. Si bien el diagnóstico de MAT se basa en características clínicas y hematológicas del 
paciente, y fundamentalmente en la evolución a la remisión espontánea del paciente, la 
demostración de la presencia de mutaciones en GATA-1 por técnicas de biología molecular 
podría en un futuro considerarse diagnóstico de MAT en aquellos pacientes con SD sin 
manifestaciones clínicas y/o hematológicas. 
10. La caracterización de las mutaciones en GATA-1 y la evaluación seriada permitiría 
monitorear a los pacientes con MAT evaluando la cinética de desaparición del clon 









7. RESUMEN  
Las leucemias agudas de infantes (niños menores de 1 año) (LAI) constituyen una 
entidad única, con características biológicas y clínicas particulares que requieren de un 
tratamiento individualizado. Presentan frecuentemente alteraciones genéticas que 
involucran al gen MLL, cuya presencia las define como un grupo de pobre pronóstico. 
Las alteraciones en MLL pueden ser estudiadas mediante bandeo G, hibridación in situ 
con fluorescencia (FISH), transcripción reversa seguida de reacción en cadena de la 
polimerasa (RT-PCR) o PCR inversa de larga distancia (LDI-PCR), entre otras. Cada 
técnica posee ventajas y desventajas, siendo complementarias para la correcta 
caracterización de dichas alteraciones. Además, la evaluación de la respuesta al 
tratamiento incluye la determinación de la enfermedad mínima residual (EMR) 
mediante técnicas altamente sensibles como la citometría de flujo y PCR en tiempo real 
(RQ-PCR), que utiliza secuencias “blanco” específicas del clon leucémico. En la 
leucemia linfoblástica aguda (LLA) se utiliza como blanco las secuencias V-(D)-J de los 
rearreglos de los genes de Ig/TCR. Sin embargo, su utilidad es limitada en los infantes, 
ya que muchas de ellas no presentan rearreglos. La alta incidencia de rearreglos de MLL 
que presentan las LAI, permite utilizar como blanco para cuantificar la EMR la 
secuencia de fusión del rearreglo a nivel genómico, caracterizada por LDI-PCR.  
El principal objetivo de este trabajo de tesis fue desarrollar una minuciosa 
caracterización molecular de las LAI, incluyendo el estudio por LDI-PCR, para 
incorporar una nueva herramienta diagnóstica.  
La puesta a punto e implementación de la LDI-PCR permitió identificar blancos 
moleculares para la determinación de la EMR. Permitió además detectar un nuevo 





mediante RT-PCR de nuevos rearreglos, ampliando el screening empleado en el 
laboratorio para el diagnóstico de LA.  
En cuanto a la determinación de EMR utilizando los rearreglos de MLL se observó la 
necesidad de emplear sondas marcadas como sistema de detección, debido a dificultades 
para lograr especificidad y adecuado rango cuantitativo mediante el empleo de SYBR 
Green relacionadas con las características de las secuencias involucradas. 
Uno resultados más importantes y prometedor de este trabajo de tesis es que se 
estableció que las secuencias de fusión de ADN específicas de cada paciente pueden ser 
utilizadas como blanco molecular para seguimiento de la EMR por técnicas de PCR 
cuantitativas. Los alelos de fusión génica son marcadores más confiables para los 
estudios de EMR que los rearreglos de Ig/TCR, debido a su estabilildad clonal. Se 
obtuvieron datos positivos para el diagnóstico de alteraciones del gen MLL en 34 
pacientes con LA,  a través del estudio de LDI-PCR. En todos ellos se identificó y 
caracterizó por secuenciación al menos un alelo de fusión de MLL.  
Este es el primer estudio realizado en Argentina, en una institución pública 
estableciendo que el uso de estos marcadores para la determinación de EMR contribuirá 
a la mejor estratificación, mejor adecuación del tratamiento y resultados de los pacientes 
infantes con leucemia aguda. 
También se describen 3 nuevos casos infrecuentes de leucemia linfoblástica B madura 
con morfología FAB L1 o L2 y que corresponden a infantes con rearreglos del gen 
MLL. Teniendo en cuenta los malos resultados obtenidos en conjunto, se podría 
especular que este grupo de pacientes necesita un esquema de quimioterapia diferente al 
actual. Los datos aportados en esta tesis pueden contribuir a plantear nuevos esquemas 





Adicionalmente, se analizaron las mutaciones del gen FLT3 en LAI  y se demostró que 
el 15% del total de pacientes estudiados presentó mutaciones del tipo TKD. Este 
resultado sugiere que es conveniente estudiar estas mutaciones en todos los pacientes 
infantes con LA a fin de identificar a aquellos pacientes que responderían a la terapia 
con nuevas drogas inhibidoras de FLT3.  
Con respecto al estudio de las mutaciones en GATA-1 en infantes con Síndrome de 
Down (SD) y mielopoyesis anormal transitoria (MAT) y/o leucemia megacarioblástica 
aguda (LMCA), se detectaron mutaciones en GATA-1 en todos los pacientes analizados. 
Uno de los pacientes con diagnóstico de MAT remitió espontáneamente y 9 meses más 
tarde desarrolló LMCA. Se detectó la existencia de la misma mutación en GATA-1 en 
ambas muestras (MAT y LMCA), el análisis citogenético mostró la adquisición de 
nuevas anomalías por parte del clon leucémico. Estos hallazgos fortalecen la teoría de 
que ambos cuadros involucran a la misma población de células hematopoyéticas y 
sugiere que la evolución de MAT a LMCA sería consecuencia de la adquisición de 
mutaciones adicionales. Este estudio de las mutaciones del gen GATA-1, es el primer 
estudio realizado en la Argentina, en el que se caracterizaron estas mutaciones en 
pacientes con SD y MAT y/o LMCA. La alta frecuencia de mutaciones detectada 
sugeriría la conveniencia de investigar su presencia en todos los neonatos con SD a fin 
de individualizar a aquellos con mayor riesgo de presentar MAT y/o LMCA, quienes 
deberían recibir un control clínico más riguroso, con la finalidad de realizar un 
diagnóstico precoz que evite las complicaciones del cuadro agudo. Además, la 
evaluación seriada de las mutaciones detectadas permitiría monitorear a los pacientes 
con MAT para comprobar la cinética de desaparición del clon preleucémico y/o predecir 





Finalmente, este trabajo de tesis tiene su foco en las alteraciones moleculares de los 
infantes, tanto las anormalidades del gen MLL, FLT3 y mutaciones de GATA-1, con la 
finalidad de lograr un mejor conocimiento de esta población de pacientes y desarrollar 
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